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ABSTRAKT 
Předkládaná diplomová práce je zaměřena na studium možností odbourávání tuků 
v odpadních vodách se zaměřením na využití mikroorganismů s lipolytickou aktivitou pro 
specifické odpadní vody bohaté na tuky, vznikající v potravinářských provozech či 
restauracích.  
 
V teoretické části práce je pojednáno o čištění odpadních vod se zaměřením na zpracování 
kalů a využití odlučovačů tuků jako způsobu předčištění těchto odpadních vod. V teoretické 
části práce jsou popsány lipolytické enzymy mikrobiálního původu a podmínky pro jejich 
produkci, včetně různých možností jejich využití. 
 
Praktická část je věnována optimalizaci kultivačních podmínek pro produkci lipáz 
u vybraných mikroorganismů (Bacillus subtilis, Geobacillus thermodenitrificans, 
Geobacillus thermocatenulatus a směsná termofilní kultura Thermus a Bacillus)  a 
komerčního preparátu (Sany Duo Spezial). Produkce lipáz a růst mikroorganismů byly 
testovány spektrofotometricky na různých koncentracích tuků. S použitím tuhého živného 
média byl posouzen vliv kuchyňských čistících prostředků na růst kultury Bacillus subtilis, 
neboť jsou často ve zmíněných odpadních vodách přítomny. Závěrem byly výše zmíněné 
mikroorganismy charakterizovány z hlediska schopnosti rozkládat triacylglyceroly. 
 
ABSTRACT 
Submitted master’s thesis is focused on the study of possibilities of lipids degradation in 
particular wastewaters originating in food industry or restaurants. The effort is given to the 
employment of lipolytic activity presenting microorganisms.  
 
In the literature review, wastewater treatment with aim on the sludge management and fat 
separators are described, as a way how to pre-treat these wastewaters. In this part the enzymes 
lipases of microbial origin are researched from point of view of their production conditions 
and possible applications.  
 
The experimental part is dedicated to the research of optimization of cultivation conditions for 
lipases production employing selected microorganisms (Bacillus subtilis, Geobacillus 
thermodenitrificans, Geobacillus thermocatenulatus and mixed bacterial culture Thermus and 
Bacillus) and a commercial formulation (Sany Duo Spezial). Lipases production and growth 
of microorganisms are determined spectrofotometrically on various concentrations of lipids. 
Moreover, employing the solid nutrition medium, the effect of detergents onto the Bacillus 
subtilis culture was assessed, since detergents are generally abundant in this particular 
wastewaters. As a conclusion, vide supra mentioned microorganisms were characterized 
according to their abilities to degrade triacylglycerols.  
 
 
KLÍČOVÁ SLOVA 
mikrobiální lipázy, lipolytická aktivita, odlučovače tuků, čištění odpadních vod, sporulace 
 
KEYWORDS 
microbial lipases, lipolytic activity, grease trap, wastewater treatment, sporulation 
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1 ÚVOD 
Lipidy představují významnou součást odpadních vod z hlediska jejich likvidace. Velký 
problém představují zejména v odvětvích, kde se s tuky hojně pracuje. Například v Japonsku 
pochází 75 % odpadních vod s vysokou koncentrací lipidů z potravinářského průmyslu a 
restaurací [1]. 
 
Lipidy představují problém, neboť vytvářejí olejový film na povrchu a tím zamezují přestupu 
kyslíku. Nedostatek rozpuštěného kyslíku může vést k zániku mnoha forem života ve 
vodě [2]. Proto je nutné důsledné odstraňování triacylglycerolů z odpadních vod, které může 
probíhat přímo v čističce odpadních vod s ostatními znečišťujícími látkami nebo jako fáze 
předčištění. V posledních letech se uplatňují lapáky tuků, které odstraňují lipidy z odpadní 
vody na základě působení gravitace. Dalším krokem k efektivní degradaci tuků v odpadních 
vodách je vývoj a použití řady prostředků na mikrobiálním a enzymovém základu, které 
společně s gravitačním odloučením tuků představují efektivní předčištění odpadní vody před 
vstupem do samotné čističky odpadních vod. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 
2.1 Odpadní vody ze stravovacích provozů 
Odpadní voda v potravinářském provozu obsahuje řadu látek. Tyto látky se dělí na látky 
rozpuštěné a nerozpuštěné. Z rozpuštěných jsou zastoupeny mastné kyseliny, cukry, barviva a 
dále těžké kovy a sulfidy. Z nerozpuštěných látek jsou to např. škrob, papír, bakterie, 
popřípadě hlína či písek [3]. 
2.1.1 Triacylglyceroly jako součást odpadních vod 
Podstatnou složkou odpadní vody z potravinářského provozu jsou triacylglyceroly (TAG). 
Jsou to estery glycerolu a tří vyšších mastných kyselin. Složení mastných kyselin je 
rozhodující pro vlastnosti daného tuku, jako je teplota tání a tuhnutí [4].  
 
Obrázek 1: Příklad triacylglycerolu [5] 
2.1.1.1 Zastoupení mastných kyselin podle původu odpadní vody 
Z hlediska zastoupení mastných kyselin (MK) lze odpadní vody dělit na vody, kde převažují 
živočišné tuky (z provozoven zpracovávajících maso), dále na takové, kde se nachází 
kombinace živočišných a rostlinných tuků, mezi které patří klasické vývařovny a restaurace a 
nakonec na provozovny, kde je zastoupen převážně fritovací, tedy rostlinný olej, např. fast 
foody a čínské restaurace. 
 
 V živočišných tucích je většinou z 20-30 % zastoupena palmitová kyselina. 
Z nasycených kyselin je hojně zastoupena i stearová kyselina. Nenasycené mastné 
kyseliny tvoří 50-70 %, převážně se jedná o olejovou kyselinu [4].  
 
 V provozovnách, kde převládá fritování, se používají oleje s vysokým bodem 
zakouření, většinou směsi řepkového, palmového a slunečnicového oleje [6]. V těchto 
olejích převládají palmitová kyselina (45 % v palmovém oleji), olejová kyselina 
(56% zastoupení v řepkovém bezerukovém oleji) a linolová kyselina 
(ve slunečnicovém oleji je jí 63 %) [4]. 
 
 V odpadní vodě z jídelen a běžných restaurací lze nalézt triacylglyceroly s kombinací 
výše zmíněných mastných kyselin. 
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2.1.1.2 Vlastnosti vybraných mastných kyselin 
Pro úpravu odpadních vod s vysokým obsahem tuků je důležité složení zastoupených 
mastných kyselin. Tabulka č. 1 shrnuje teploty tání hojně se vyskytujících nasycených a 
nenasycených MK.  
 
Tabulka 1: Vlastnosti vybraných MK [7] 
Nasycené MK Nenasycené MK 
Název Bod tání (°C) Název Bod tání (°C) 
Laurová 44 Palmitoolejová 32 
Myristová 58 Olejová 16 
Palmitová 63 Ricinoolejová 5 
Stearová 70 Linolová -5 
Arachidová 75 Arachidonová -50 
 
Z odlišných bodů tání, které jsou uvedeny v tabulce č. 1 a zastoupení MK v triacylglycerolech 
rostlinného a živočišného původu vyplývá, že živočišné tuky mají obecně vyšší teplotu tání 
než tuky rostlinné. Zatímco bod tání slunečnicového oleje je -18 až -16 °C [8], bod tání pro 
např. vepřové sádlo je 28 až 40 °C [4]. 
2.1.2 Ostatní rozpuštěné a nerozpuštěné součásti odpadní vody 
Podle velikosti částic lze látky způsobující znečištění dělit na rozpuštěné,  koloidní, 
suspendované a suspendované usaditelné. Toto dělení je uvedeno v tabulce č. 2, která se dále 
zaměřuje na stanovení podílu jednotlivých látek podle chemické spotřeby kyslíku (CHSK), 
organického uhlíku (Corg) a původu látek. Dalším dělením se látky rozlišují na organické a 
anorganické. Zatímco organické látky jsou zpravidla z jedné třetiny rozpuštěné, druhou 
třetinu tvoří koloidní a třetí suspendované, anorganické látky jsou většinou v rozpuštěné 
formě [9]. 
 
Tabulka 2: Organické látky v odpadní vodě, analýza [9] 
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Organické znečištění odpadní vody lze vyjádřit v množství organického uhlíku z daného 
zdroje vztažené na jeho celkové množství (viz. Tabulka 3) . Z tabulky je patrné, že vyšší 
mastné kyseliny a tuky jsou značným znečišťovatelem městských odpadních vod [9]. 
 
Tabulka 3: Zastoupení organických látek v odpadní vodě [9] 
 
2.1.3 Detergenty 
Jako součást odpadní vody nejde opomenout zbytky čistících prostředků na mytí nádobí, 
desinfekcí povrchů a podobně. Jejich úkolem je odstranit nečistoty z nádobí, případně vodní 
kámen a nežádoucí mikroorganismy. Přípravky na mytí nádobí obsahují převážně aniontové a 
neionogenní tenzidy, dále parfém a barvivo, případně další látky.  
 
Tenzidy, neboli smáčedla, jsou povrchově aktivní látky. Přidáním tenzidů se snižuje 
povrchové napětí prostředí a současně se zvyšuje smáčivost buněk křísotvorných bakterií a 
kvasinek. To vytváří dobré podmínky pro submerzní růst těchto mikroorganismů v daném 
prostředí [10].  
 
Ve vyšších koncentracích mají tenzidy antimikrobiální účinky, avšak v nízkých koncentracích 
mohou tyto látky vykazovat stimulační účinek. Tento jev je způsoben zrychlením 
metabolismu mikroorganismů a zrychlením jejich rozmnožování vlivem těchto látek [10]. 
 
Povrchově aktivní látky se skládají z hydrofobní a hydrofilní části [11]: 
  
 Hydrofobní část tvoří alkanový řetězec obsahující 12 až 18 uhlíků. 
 
 Hydrofilní část rozhoduje o tom, zda je tenzid ionický (anionický, kationický nebo 
amfoterní) nebo neionický. 
2.1.3.1 Mechanismus účinku tenzidů 
Tenzidy tvoří nad určitou hodnotou, zvanou kritická micelární koncentrace (KMC), agregáty, 
které se nazývají micely. Ty vykazují solubilizační vlastnosti, kdy roste schopnost poutat 
nečistoty přítomné v systému. Další významnou vlastností micelárních roztoků tenzidů je 
schopnost rozpouštět ve vodě málo rozpustné látky. Hydrofobní látky pronikají z roztoku do 
hydrofobních vnitřků micel [12]. 
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Obrázek 2: Schéma stavů, při kterých se mohou vyskytovat molekuly tenzidu při jejich různé 
koncentraci [13] 
2.1.3.2 Rozdělení tenzidů (tenzidy používané v prostředcích na mytí nádobí) 
Anionaktivní tenzidy ve vodě disociují na kationickou a anionickou část. Anionická část 
obsahuje hydrofilní a hydrofobní část a má čistící účinky. Nejčastějším anionaktivním 
tenzidem je dodecylsulfát sodný. Tyto látky se dále kombinují s neionogenními tenzidy, což 
zvyšuje účinnost přípravku [14]. Tyto látky poškozují ve vyšších koncentracích 
cytoplazmatickou membránu, což vede k usmrcení buněk. V nižších koncentracích pronikají 
anionaktivní tenzidy do buněk a ovlivňují jejich metabolismus. Další důležitou vlastností je 
zvyšování účinnosti dezinfekčních prostředků. To je způsobeno tím, že anionaktnivní tenzidy 
jsou velmi intenzivními smáčedly [10]. 
 
Neionické (neionogenní) tenzidy nepůsobí inhibičně na mikroorganismy ani při vyšších 
koncentracích. Jejich účinkem se naopak zrychluje růst některých mikroorganismů, zlepšují 
schopnost buněk přijímat živiny a zlepšují exkreci metabolitů. Těchto změn je docíleno díky 
lepšímu rozptýlení buněk vlivem povrchově aktivních látek. Často používaným neionogenním 
tenzidem je Tween [10]. 
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2.2 Čištění odpadních vod 
2.2.1 Způsoby čištění odpadních vod 
Čištění odpadních vod zahrnuje [9], [15]:  
 
 Mechanické procesy, jako usazování, centrifugace, filtrace: K usazování hrubých 
nečistot dochází při předčištění odpadních vod, v usazovacích a dosazovacích 
nádržích a v lapácích písku. Zároveň probíhá i zahušťování suspenzí. Vhodným 
způsobem čištění lze odstranit až 30 % organických látek z odpadu.  
 
 Chemické a fyzikálně chemické procesy, např. čiření, sorpční procesy, odpařování, 
spalování, neutralizace, oxidace, redukce, iontová výměna, se používají tam, kde jsou 
nutné určité úpravy před vypuštěním do toků.   
 
 Biologické aerobní procesy jsou založeny na oxidaci organických látek působením 
mikroorganismů za přítomnosti kyslíku. Výslednými produkty oxidace jsou voda a 
oxid uhličitý. Použité mikroorganismy mohou být imobilizované nebo mohou být 
unášeny ve vodné fázi jako tzv. kultury ve vznosu.  
 
 Biologické anaerobní procesy probíhají v přírodě samovolně. Za anaerobních 
podmínek probíhá rozklad organické hmoty např. na dně rybníků nebo v močálech. 
Konečné produkty tohoto procesu jsou methan a oxid uhličitý. Díky poznatkům 
z biochemie, bioinženýrství a technologie odpadních vod  se tato metoda stále více 
využívá k likvidaci organického znečištění, zejména při čištění silně znečištěných 
odpadů a dále jako způsob likvidace kalu. 
2.2.2 Kal 
Při čištění odpadních vod vzniká kal. Ten obsahuje vysoké procento vody a zpracovává se 
různými metodami s ohledem na finanční náklady, technologický proces a vliv na životní 
prostředí [9].  
 
Kal je hlavním odpadním produktem čističky odpadních vod. Obsahuje až 70 % organických 
látek. Vzhledem k možnému výskytu patogenních mikroorganismů je kal definován jako 
nebezpečný odpad. Z tohoto důvodu se kal stabilizuje, aby se dále mohl využívat 
v zemědělství. Takové využití stabilizovaného kalu upravuje vyhláška č.382/01 Sb. o 
podmínkách použití upravených kalů na zemědělské půdě [16]. 
2.2.2.1 Složení kalu 
Kal obsahuje kapalné a pevné látky a je vločkového charakteru. Kapalná fáze obsahuje vodu a 
látky ve vodě rozpuštěné, jako anorganické soli, uhlovodíky a mastné kyseliny. Tyto látky 
zůstávají po odvodnění ve vodné fázi. Ta má vlivem těchto látek gelovitou strukturu, která 
způsobuje horší odvodňování. Pro účinné odvodnění je tedy důležité odstranit látky tvořící 
gel, např. hydrolýzou [9].  
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2.2.2.2 Typy kalu 
Kal získaný z čistíren odpadních vod se označuje jako surový kal. Ten se dělí podle stupně 
čištění, ve kterém byl získán na primární, sekundární a terciární kal [9], [15]: 
 
 Primární kal je získáván z mechanického stupně čištění (usazováky). 
 
 Sekundární kal je přebytečný kal z biologického stupně čištění, tedy přebytečný 
aktivovaný kal (dosazováky). 
 
 Terciální, neboli chemický kal vzniká při biologickém čištění při srážení. 
 
Aktivovaný kal zahrnuje volně suspendované kultury mikroorganismů a jejich vločky, které 
vznikají při biologickém čištění odpadních vod [9]. 
2.2.2.3 Zpracování kalu 
Kalové hospodářství sestává z několika po sobě následujících stupňů. Nejprve se kal 
zahušťuje, poté následuje stabilizace a nakonec odvodnění. Takto zpracovaný kal se následně 
likviduje [9]. 
 
Zahuštění kalu předchází stabilizaci a odvodnění z důvodu zmenšení objemu kalu. Metody 
zahuštění se odvíjejí od druhu kalu, primární kal se zahušťuje sedimentací, ostatní druhy kalu 
většinou flotací (odstranění suspendované látky pomocí mikrobublinek plynu které ulpívají na 
látce, unášejí ji k povrchu, kde se tím vytváří pěna. Ta je poté odstraňována) [9]. 
 
Stabilizace kalu: Kal obsahuje vysoké množství vody. Ta se skládá z vody vnější a vnitřní, 
tedy vody obsažené v buňkách. Pro odstranění vnitřní tekutiny je třeba rozrušit buněčné stěny. 
Toho se dosahuje aerobní nebo anaerobní stabilizací, zahřaním nebo zmražením. Do 
stabilizace je kal biologicky aktivní. Rozklad kalu lze urychlit vyhníváním, aerobní 
stabilizací, kompostováním, oxidací a pod [9].  
 
Vyhnívání neboli methanizace je hydrolýza sacharidů, tuků a bílkovin na alkoholy, mastné 
kyseliny a aminokyseliny. Ty se dále rozkládají na methan a oxid uhličitý. Methanizace se 
většinou provozuje při 30 až 35 °C. Důležitým prvkem je míchání. To se uskutečňuje 
míchadly, recirkulací kalu nebo recirkulací plynu. Výsledkem methanizace je bioplyn. ten 
obsahuje 65 až 75 % methanu, dále oxid uhličitý a menší množství H2, N2 a H2S.  [15]. 
 
Aerobní stabilizace kalu spočívá v provzdušňování kalu po dobu 15 dnů při teplotě 15 °C. 
Další možností je tepelná stabilizace, kdy je kromě odstranění vody vysokou teplotou za 
vysokého tlaku dosaženo usmrcení patogenních mikroorganismů. Kal se dále zpracovává 
různými způsoby podle následného využití a vlastností kalu. Může jít o kompostování, sušení 
a spalování nebo pyrolýzu.  Např. kompostování je oxidace při vyšší teplotě činností 
mikroorganismů. Během kompostování dosahuje teplota až 70 °C. Díky tomu jsou usmrceny 
patogenní mikroorganismy [9].   
 
Odvodnění kalu lze provést několika způsoby, např. vysušením na kalovém poli, odstředěním, 
vakuovou filtrací. Může a nemusí mu předcházet stabilizace kalu [9]. 
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2.2.2.4 Využití kalu 
Zpracovaný odvodněný kal je likvidován různými způsoby. Obsah dusíku, fosforu a 
organických látek v sušině kalu ho předurčuje k využití v zemědělství. Kal se využívá jako 
přídavek do půdy ke zlepšení jejích vlastností [9].  
 
 
Obrázek 3: Schéma kalového hospodářství na ČOV [16] 
2.2.2.5 Vyjádření organického znečištění 
Velikost organického znečištění odpadní vody se dá hodnotit z několika hledisek [9], [15]: 
 
 Biochemická spotřeba kyslíku (BSK) stanovuje množství biologicky odbouratelných 
organických látek v odpadních vodách. Je vyjádřena jako množství rozpuštěného 
molekulárního kyslíku spotřebovaného při rozkladu organických látek vlivem 
mikroorganismů za aerobních podmínek. BSK se vyjadřuje v g · m-3 za časový 
interval. Standardně se zjišťuje BSK5, tzn. inkubace se provádí 5 · 24 hodin za 
standardních podmínek (při teplotě 20 °C a nepřístupu světla a atmosferického 
kyslíku. V některých případech lze stanovovat i BSK s jinou dobou inkubace, 
v zahraničí se používá hodnota BSK7. Hodnota BSK je relativním ukazatelem míry 
znečištění, neboť část organických látek je použita buňkami na syntézu biomasy. 
Hodnota BSK je tedy vždy nižší než teoretická spotřeba kyslíku (TSK). 
 
 Chemická spotřeba kyslíku (CHSK) informuje o celkové koncentraci organických 
látek. Zjišťuje se oxidací silně kyselými roztoky, jako K2Cr2O7 nebo KMnO4 za 
vyšších teplot. CHSK se vyjadřuje v g · m-3 jako množství spotřebovaného kyslíku 
v gramech (ekvivalentní k množství použitého oxidačního činidla), potřebné na 
úplnou oxidaci jednoho m3 látky. 
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 Organický uhlík (Corg) je ukazatelem celkového obsahu organických látek. Tato 
metoda je přesnější než CHSK. Funguje na principu oxidačního spalování uhlíkatých 
sloučenin ve vzorku. Spalováním vzniká oxid uhličitý, který je stanoven a jeho 
množství je vyjádřeno v mg · l-1. 
 
 Ztráta žíháním je rozdíl mezi hmotností sušiny vzorku a jejího zbytku po žíhání. Tento 
rozdíl odpovídá množství spalitelných látek ve vzorku. Vyjadřuje se v % případně 
v mg · l-1. 
 
Z poměru CHSK/BSK5 lze usuzovat na biologickou rozložitelnost organických látek. 
Hodnota poměru ≤ 2 je charakteristická pro přítomnost snadno rozložitelných látek, 
CHSK/BSK5 > 2 ukazuje na přítomnost látek, které jsou obtížně biologicky rozložitelné [9].  
2.2.3 Degradace tuků v odpadních vodách 
Lipidy značně ovlivňují složení odpadních vod. Tvoří přibližně 30-40 % chemické spotřeby 
kyslíku (CHSK) v městských odpadních vodách [17]. 
 
První fází odlučování tuků v odpadech s jejich vysokým zastoupením je předčištění za 
pomoci lapáků tuků, flotačních systémů, chemické a enzymové hydrolýzy apod. Jsou 
prováděny studie na likvidaci odpadů za pomoci alkalické, kyselé nebo enzymové hydrolýzy. 
Pro enzymovou hydrolýzu lze využít řadu mikroorganismů, např. Candida rugosa, 
Pseudomonas aeruginosa a podobně [18]. 
2.2.3.1 Aerobní prostředí 
Vysoký obsah lipidů v odpadní vodě působí nepříznivě na transport kyslíku médiem. To 
způsobuje omezení při aerobním čištění odpadních vod, protože se snižuje rychlost přestupu 
kyslíku k buňkám.  [17]. 
 
Ke zlepšení odbourávání tuků v odpadní vodě jsou využívány některé druhy mikroorganismů, 
jako Pseudomonas aeruginosa, Bacillus sp. a některé kvasinky. Tyto MO byly zkoumány 
v laboratorních podmínkách na degradační schopnosti lipidů. Bylo zjištěno, že Bacillus 
subtilis BN 1001 podléhá sezónním změnám teplot, není schopen odbourávat různé typy 
lipidů a je negativně ovlivněn bakteriemi z prostředí v otevřených čističkách odpadních 
vod [1]. Studie, při které byly použity bakterie Pseudomonas aeruginosa, Bacillus sp. a 
Acinetobacter calcoaceticus, prokázala vyšší účinnost směsné bakteriální kultury [2]. 
 
Srovnáním biodegradability různých lipidů bylo zjištěno, že rychlost biodegradace mastných 
kyselin stoupá s klesajícím počtem uhlíků a vzrůstajícím počtem dvojných vazeb. Faktory 
ovlivňující biodegradaci zahrnují jak molekulární strukturu sloučeniny, tak rozpustnost této 
sloučeniny ve vodném médiu s mikroorganismy a environmentální faktory jako teplota, pH a 
přítomnost kyslíku. V porovnání s jinými organickými sloučeninami, jako jsou cukry a 
aminokyseliny, jsou mastné kyseliny odbourávány asi stokrát pomaleji  [17].  
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Biologické čištění vody za termofilních podmínek, tedy kolem 60 °C, vykazuje větší rychlost. 
To je způsobeno lepším difuzním koeficientem a vyšší rozpustností tuku ve vodě při vyšších 
teplotách. Lipidy se tedy stávají dostupnějšími pro mikroorganismy a lipolytické enzymy. 
Jedním z používaných mikroorganismů je Bacillus thermoleovorans, který je kultivován při 
teplotě 65 °C [17].   
2.2.3.2 Anaerobní prostředí 
Pro čištění odpadních vod bohatých na tuky jsou často využívány anaerobní způsoby čištění 
odpadních vod. Byly vyvinuty anaerobní čistící systémy s vysokým účinkem [17].  
 
Jedním z nich je tzv. anaerobní kalové lože (UASB = upflow anaerobic sludge bed). Používá 
se pro odpadní vodu z domácností a průmyslu. Výhodami je nízká cena při dobré efektivitě. 
Tato metoda je založena na existenci kalového lože, které je protékané zespoda nahoru. Při 
tom probíhá činností anaerobních mikroorganismů přeměna odpadních složek na methan. 
V horní části reaktoru je zabezpečena separace biomasy, bioplynu a vody [17], [19].  
 
Problémem při UASB je flotace kalových granulí a mastných látek a inhibiční efekt vyšších 
mastných kyselin na anaerobní mikroorganismy. Flotace je závislá na množství vyšších 
mastných kyselin v odpadní vodě [17]. 
 
Při odbourávání mastných kyselin tímto způsobem bylo dosaženo vysoké efektivity, ale 
množství vzniklého methanu nebylo adekvátní ke změně chemické spotřeby kyslíku. Tento 
jev je způsoben adsorpcí mastných kyselin na kal [17]. 
 
Obrázek 4: Reaktor UASB [20] 
 
Dalším používaným systémem je expandované granulované kalové lože (EGSB = expanded 
granular sludge bed). Díky použití expandovaného lože je zajištěno míchání a homogenní 
distribuce substrátu [19]. 
   17
2.3 Odlučovače tuků 
2.3.1 Princip 
Odlučovače tuků slouží k oddělení tuků živočišného a rostlinného původu od zbytku odpadní 
vody. Odlučovače se zařazují před čističky odpadních vod. Nesmí do nich být sveden ostatní 
komunální odpad. Odlučovače působí na gravitačním principu [21].  
2.3.2 Provoz odlučovače  
Odpadní voda se přivádí do kalového prostoru, kde dochází k sedimentaci hrubých nečistot. 
Zároveň se vlivem gravitace odloučí tuková část, která se usadí na hladině. Takto přečištěná 
voda protéká pod nornou stěnou do prostoru pro odloučení tuku a dále pod druhou nornou 
stěnou do odtoku, tzn. do kanalizace nebo čističky odpadních vod [22]. 
 
 
Obrázek 5: Odlučovač tuku [23] 
2.3.3 Legislativa 
Lapáky tuků se zabývá norma ČSN EN 1825 účinná od 1. 6. 2005. Tato norma se vztahuje na 
lapáky určené k odlučování tuků a olejů rostlinného nebo živočišného původu z odpadních 
vod na principu gravitace a bez pomoci vnější energie. Norma neřeší použití enzymů a 
bakterií [24]. 
 
Dle normy ČSN EN 1825-2 se lapáky tuků používají ve službách a průmyslových provozech, 
kde je nutné odstranit z odpadních vod oleje a tuky rostlinného a živočišného původu. Mezi 
tyto provozy patří např. [24]: 
 
 restaurace, hotely, kantýny a motoresty 
 
 jídelny, kde se peče, griluje a smaží 
 
 řeznictví a jatky 
 
 výrobny jídel pro rychlé občerstvení 
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Umístění lapáku: Podle zákona 137/2004 Sb. musí být lapol umístěn mimo prostory, kde se 
zachází s potravinami a produkty [25]. 
2.3.4 Likvidace tuku 
Norma stanovuje požadavky na provoz a údržbu lapáků tuků. Dle normy musí být lapáky 
pravidelně udržovány, vyprazdňovány a čištěny v souladu s platnými předpisy pro likvidaci 
odpadů. Intervaly pro údržbu závisí na velikosti zařízení a zkušenostech, kalové prostory by 
se měly vyprazdňovat minimálně jednou za měsíc. Je nutné pravidelné odebírání tukové 
krusty. Likvidaci zajišťují firmy k tomu určené [24].  
2.3.5 Přípravky do odlučovačů tuků 
Přípravky do odlučovačů tuků obsahují enzymy, jejichž vlivem dochází ke štěpení 
triacylglycerolů na biologicky odbouratelné frakce. Jedná se o směs amyláz, proteáz a lipáz. 
Vzniklé sloučeniny jsou dále zpracovávány aerobními mikroorganismy [23].  
 
Přípravky je možné použít i do potrubí před vlastním odlučovačem. Díky obsahu enzymů a 
mikroorganismů dochází za aerobních podmínek k utilizaci nečistot v potrubí a jejich 
přeměnu na oxid uhličitý a vodu. Při správném používání enzymatických preparátů je možné 
zcela rozložit tuk přicházející do lapolu. Tyto preparáty zvyšují kapacitu lapolu a prodlužují 
životnost zařízení. Snižuje se potřeba vyvážení lapolů. Přípravky do odlučovačů tuků mohou 
být řešeny jako čistá směs enzymů nebo jako vícesložkové přípravky, obsahující mimo 
mikroorganismů a enzymů navíc látky zlepšující vlastnosti přípravku, jako např. jeho 
viskozitu [23],[26]. 
 
Pro přípravky do odlučovačů tuků je důležité široké efektivní rozpětí pH a teploty. Např. 
komerční přípravek BILIKUK® “T“ má efektivní rozpětí pH 4 až 11 a efektivní rozpětí teplot 
5 až 50 °C [27]. 
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2.4 Biodegradace lipidů 
2.4.1 Lipidy 
Lipidy jsou organické látky s omezenou rozpustností ve vodě. Řadí se mezi ně tuky, oleje, 
vosky, vitamíny a hormony a většina nebílkovinných složek buněčných membrán [7]. 
2.4.1.1 Struktura TAG 
Živočišné tuky a rostlinné oleje se chemicky řadí mezi triacylglyceroly. Jsou to estery 
glycerolu se třemi vyššími mastnými kyselinami. V přírodě se v TAG vyskytují většinou 
mastné kyseliny (MK) se sudým počtem uhlíků a nerozvětveným řetězcem. V případě 
přítomnosti dvojných vazeb jsou MK zpravidla v konfiguraci cis [7].  
2.4.2 Lipolytické enzymy  
Lipázy (triacylglycerol acylhydrolázy, EC 3.1.1.3) jsou enzymy řadící se do třídy hydroláz. 
Katalyzují postupnou hydrolýzu a syntézu esterové vazby glycerolu a MK s dlouhým 
řetězcem [29],[30].  
 
Lipáza  je na rozdíl od esterázy aktivní pouze na mezifázovém rozhraní. Lipolytické enzymy 
katalyzují hydrolýzu TAG na rozhraní mezi hydrofobním lipidovým substrátem a vodného, 
hydrofilního, média. Charakteristickou vlastností lipáz je tzv. mezifázová aktivace, tedy ostrý 
vzestup aktivity ve chvíli, kdy se začne tvořit emulze. V důsledku této vlastnosti neodpovídá 
průběh závislosti aktivity enzymu na koncentraci Michaelis-Mentenovskému modelu [31]. 
 
 
Obrázek 6: Kinetika lipáz [31] 
2.4.2.1 Charakteristika lipolytických enzymů 
Lipázy jsou serinové hydrolázy, které mají vysokou stabilitu v organických rozpouštědlech. 
Jedná se většinou o extracelulární enzymy, jsou tedy vylučovány do média skrze buněčnou 
stěnu. Produkce lipáz je obecně podmíněna přítomností lipidového substrátu. Lipázy jsou 
produkovány v médiích obsahujících oleje, mastné kyseliny, glycerol nebo tween. 
Upřednostňována je submerzní kultivace a přítomnost organického zdroje dusíku [32]. 
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Lipázy jsou většinou ve vodě rozpustné enzymy, které katalyzují degradaci ve vodě 
nerozpustného substrátu. Vzhledem k heterogennímu charakteru je složité charakterizovat 
zároveň specifický povrch rozhraní a jeho parametry. Na výsledky měření aktivity má 
nezanedbatelný vliv vznik emulze ze substrátů nerozpustných ve vodě [33].  
2.4.2.2  Podmínky 
Je známo velké množství mikroorganismů produkujících lipázy. Ty mohou být aktivní 
v různých podmínkách, např. mikroorganismy rodu Pseudomonas disponují alkalofilními a 
termofilními vlastnostmi. Většina mikrobiálních lipáz se ale řadí podle lipolitické aktivity 
mezi kyselé nebo neutrální [33].  
 
Na syntézu lipáz má vliv řada faktorů. Mezi hlavní patří zdroj uhlíku a dusíku, přítomnost 
aktivátorů a inhibitorů, teplota a pH kultivace. Dalším faktorem je stav inokula [33]: 
 
 Mezi fyzikální faktory ovlivňující produkci lipáz patří pH, teplota, stáří a velikost 
inokula, míchání a doba kultivace. 
 
 Biochemické vlastnosti:  Lipolytické enzymy mohou být jak konstitutivní, tak 
induktivní povahy. Pro produkci lipáz musí být v médiu přítomné lipidy jako substrát. 
Dobrým substrátem jsou TAG obsahující nenasycené mastné kyseliny nebo nasycené 
MK s 8 až 12 uhlíky. Rychlost hydrolýzy roste s rostoucí teplotou. To platí zejména 
pro MK s dlouhým řetězcem.  
 
Vliv média na produkci lipáz 
Vzhledem na fakt, že lipázy jsou indukovatelné enzymy, je jejich produkce v médiu závislá 
na zdroji uhlíku. Produkci lipáz indukují oleje, triacylglyceroly, mastné kyseliny, estery 
schopné hydrolýzy nebo Tween. Dalšími důležitými látkami v médiu jsou zdroj dusíku a 
esenciálních mikroelementů zajišťujících růst. Přítomnost těchto látek může být zabezpečena 
přídavkem komplexních komponent jako kvasničný extrakt, pepton či kukuřičný výluh [34]. 
 
Vliv způsobu kultivace na produkci  
Nejčastěji se provádějí studie ve vsádkovém režimu (batch) v baňkách. Další možností 
vsádkového uspořádání je probublávaný reaktor, airlift nebo reaktory s míchadlem. Další 
možností kultivace je opakovaná vsádka (repeated-batch) nebo přítokovaný systém (fed-
batch) a kontinuální (continuous) systém kultivace. Optimální pro produkci lipáz se ve 
studiích ukázal přítokovaný model kultivace.  Ten je charakteristický minimálním efektem na 
buněčný metabolismus a nezpůsobuje inhibici substrátem [34]. 
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2.4.2.3 Odbourávání triacylglycerolů  
V první fázi odbourávání TAG jsou triacylglyceroly degradovány hydrolytickým štěpením na 
glycerol a mastné kyseliny. Tento proces je katalyzován lipolytickými enzymy [7], [1]. 
 
 
Obrázek 7: Hydrolýza TAG [35] 
 
Existují lipázy s různou specifitou [30]: 
 
 Stereospecificita: Schopnost syntetizovat jediný enantiomer místo racemické směsi, 
případně schopnost přeměňovat pouze jeden enantiomer ze směsi. 
 
 Regioselektivita: Lipázy jsou schopny hydrolyzovat esterovou vazbu pouze na určitém 
místě sloučeniny. Snadněji se štěpí krajní polohy TAG. 
 
 Substrátová specifita: Lipázy jsou specifické vzhledem k navázané mastné kyselině. 
 
 Vzhledem k reakční rychlosti: Obecně platí, že rychlost reakce klesá ve směru 
triacylglycerol>diacyglycerol>monoacylglycerol. 
 
V konečné fázi odbourávání lipidů se uplatňují také nespecifické esterázy [30]. 
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Odbourávání glycerolu 
Glycerol se za přeměny ATP na ADP fosforyluje na glycerol-1-fosfát. Ten se následně 
oxiduje na dihydroxyacetonfosfát (za účasti NAD+). Ten je dále zpracováván v metabolismu 
sacharidů [7]. 
 
Odbourávání MK 
Mastné kyseliny jsou postupně odbourávány β-oxidací na acetyl-CoA, který vstupuje do 
citrátového cyklu. 
 
Vznik acyl-CoA:  
Nejprve se mastná kyselina převede na makroergický thioester. Tento krok slouží ke zvýšení 
reaktivity mastných kyselin a podílí se na něm lipáza acetyl-CoA-synthetáza spolu s CoA 
a ATP [36]. 
 
Vlastní β-oxidace zahrnuje čtyři kroky a je znázorněna (Obrázek 8) [7]: 
 
 Vytvoření dvojné vazby: Nejdříve vzniká acyl-CoA připojením koenzymu A na 
mastnou kyselinu. Za působení acyl-CoA-dehydrogenázy jsou odštěpeny dva atomy 
vodíku z uhlíků C2 a C3. Vlivem oxidační reakce za působení koenzymu 
flavinadenindinukleotidu (FAD) vzniká α,β-nenasycený acyl-CoA. 
 
 Adice vody: Reakci katalyzuje enzym enoyl-CoA-hydratáza. Jedná se o adici vody na 
α,β-nenasycený acyl-CoA za vzniku β-hydroxyacyl-CoA. 
 
 Oxidace alkoholu: β-hydroxyacyl-CoA je za katalýzy β-hydroxyacyl-CoA-
dehydrogenázy přeměněn na β-ketoacyl-CoA. Tato reakce vyžaduje přítomnost 
koenzymu nikotinamidadenindinukleotidu (NAD+). 
 
 Odštěpení acetyl-CoA: Při tzv. zpětné Claisenově reakci dochází ke štěpení 
vzniklého β-ketoesteru (β-ketoacyl-CoA) na dvě molekuly esteru (acetyl-CoA a acyl-
CoA kratší o dva uhlíky)  
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Obrázek 8: β-oxidace [37] 
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2.5  Mikroorganismy s lipolytickou aktivitou 
Mikroorganismy jsou hlavním zdrojem přibližně stovky průmyslově využívaných enzymů. 
Hlavním důvodem je větší stabilita a lepší možnost objemové produkce než u jejich 
rostlinných a živočišných protějšků [38]. Mikrobiální enzymy představují nejčastěji 
využívanou skupinu enzymů v biotechnologických procesech a organické chemii [32]. 
2.5.1 Průmyslové využití lipáz 
Lipázy jsou hojně využívány pro svou substrátovou specifitu, regiospecifitu a stereospecifitu. 
Jsou produkovány řadou mikroorganismů, zejména houbami a bakteriemi. Mezi další výhody 
lipáz jako biotechnologických katalyzátorů patří fakt, že zpravidla nevyžadují kofaktor [39]. 
 
Průmyslové využití lipáz je založeno na využití přírodních lipidických substrátů. Lipidy 
představují velkou část biomasy v prostředí a lipázy mohou zajišťovat jejich biodegradaci. Při 
volbě enzymu lze sledovat, které metabolity jsou produkovány. Dalšími výhodami využití 
lipolytických enzymů jsou nízké energetické nároky a tedy cena produkce a dobrá 
biodegradabilita enzymů [40].  
2.5.2 Využití mikroorganismů s lipolytickou aktivitou  
Mikrobiální lipázy se využívají pro širokou škálu oborů. Uplatňují se např. potravinářském 
průmyslu, ve farmaceutickém průmyslu a při výrobě detergentů [41]. Výhodou mikrobiálních 
lipáz oproti jejich rostlinným a živočišným analogům je jejich velká variabilita, lehčí 
genetická manipulovatelnost, rychlý růst mikroorganismů na levných médiích a vyšší 
stabilita [42]. 
 
Lipázy se s výhodou používají tam, kde je potřeba získat čisté chemikálie, které je náročné 
připravit chemickou cestou. Díky vysoké selektivitě lipolytických enzymů lze za jejich 
katalytického působení připravovat opticky čisté látky. To nachází uplatnění např. ve výrobě 
herbicidů. Lipolytické enzymy v tomto případě produkují opticky čistý (S)-indanofan, který 
vykazuje herbicidní vlastnosti. Další možností využití selektivity lipáz je výroba léčiv [39].  
 
Termofilní a termostabilní mikroorganismy jsou využívány v různých odvětvích průmyslu. 
Alkalofilní termostabilní lipázy produkované Bacillus sp. DH4 jsou odolné vůči komerčním 
detergentům a jsou tedy vhodné pro přípravu enzymových preparátů [41],[43]. 
 
Mikrobiální lipázy aktivní při nízkých teplotách: Psychrofilní mikroorganismy nacházejí 
uplatnění v mnoha oborech. V současné době je popisováno průmyslové využití 
psychrofilních lipáz v medicíně, farmacii, organické chemii a biochemii [42].  
 
Lipázy aktivní při nízkých teplotách jsou většinou produkovány mikroorganismy, jejichž 
teplotní optimum se pohybuje kolem 5 °C. Bakterie adaptované na chladné prostředí byly 
izolovány z Arktické a Antarktické oblasti, kde je trvale nízká a konstantní teplota. Dalším 
zdrojem jsou bakterie izolované z hlubokého oceánu [42].  
 
Lipázy aktivní při nízkých teplotách se využívají pro organické syntézy prováděné 
s nestabilními sloučeninami při nízkých teplotách [42]. 
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2.5.3 Rod Bacillus 
Druhy rodu Bacillus se podle Bergey´s Manual of Systematic Bacteriology řadí mezi 
sporulující grampozitivní (G+) tyčinky a koky (13. sekce) [10]. 
 
Druhy rodu Bacillus se většinou vyskytují jako grampozitivní peritrichní tyčinky s bohatým 
enzymovým vybavením. Jednotlivé druhy jsou schopny utilizovat širokou škálu substrátů 
živočišného i rostlinného původu, jako je např. celulóza, škrob nebo pektin. Tvoří antibiotika 
jako sekundární metabolity, mají nitrifikační a denitrifikační vlastnosti, řadí se sem termofilní, 
mezofilní i psychrofilní druhy.  Řadí se sem alkalifilní i acidofilní mikroorganismy. Tato 
rozmanitost předurčuje rod Bacillus pro časté průmyslové využití [10],[44].  
2.5.3.1 Bakteriální spory 
Některé druhy bakterií jsou schopné tvořit spory jako reakci na pokles živin v prostředí pod 
určitou hladinu. Spory jsou vysoce odolné vůči vnějším podmínkám a snášejí zpravidla i 
několikahodinový var. Jsou také rezistentní vůči jedům. Spora je umístěna v buňce centrálně, 
terminálně nebo excentricky a u některých druhů může mít větší výšku než samotná 
vegetativní buňka [10]. 
 
Obrázek 9: Schéma bakteriální spory [45] 
 
Průběh sporulace u roku Bacillus: Při poklesu živin je zastaveno buněčné dělení, ale 
pokračuje syntéza buněčné hmoty, což způsobuje prodlužování buněk. Každá buňka obsahuje 
dva chromozomy, neboť byla ukončena replikace DNA, ale buňka už se dál nedělila.Oba 
chromozomy vytvoří při sporulaci jedno vlákno umístěné podélně v buňce. Poté vzniká 
septum, kdy se uzavře dvojvrstevná struktura, vytvořená vychlípeninami cytoplazmatické 
membrány dovnitř buňky. V uzavřeném prostředí budoucí spory se nachází chromozom, 
ribozomy, buněčná šťáva s enzymy, zásobními látkami a ostatními složkami. Vychlípením 
septa se vytvoří z cytoplazmatické mambrány vnější a vnitřní membrána, mající vlastnosti 
cytoplazmatické memrány. Následně se vytvoří silná obalová vrstva nazvaná kortex. Mezi 
vnitřní membránou a kortexem vzniká sporová stěna, která slouží jako základ pro 
tvorbubuněčné stěny při klíčení spory. Následuje zrání spory, kdy spora ztrácí vodu a tvoří se 
dipikolinát vápenatý. Poté dochází u některých rodů k uvolnění spory z buňky. Celý proces 
trvá 5 až 6 hodin [10]. 
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Obrázek 10: Průběh sporulace u rodu Bacillus [10] 
 
Germinace: Rigidní struktura spory je během germinace porušena a po několika degradačních 
krocích se spora mění ve vegetativní buňku. Tento proces může nastat při přenosu spory do 
příznivého prostředí. Stádia přeměny spory na vegetativní buňku nebyly ještě podrobně 
popsány. Germinaci provází ztráta optické hustoty, uvolnění buněčných komponent do 
prostředí a ztráta teplotní rezistence. V této fázi dochází k přijímání vody.. Při nedostatku 
živin se klíčení v tomto stádiu zastavuje, spora však již ztratila své ochranné funkce. 
V opačném případě dochází k prasknutí obalu spory a vytvoření jednoho až dvou výrůstků, 
které se mění ve vegetativní buňky. Proces klíčení trvá 30 až 60 minut. Lze urychlit 
tzv. tepelným šokem, kdy se suspenze zahřeje na 2 až 5 minut na teplotu 60 až 80 °C. 
V dřívějších studiích byla snaha vyjádřit germinační křivku jako závislost vyklíčených spor 
na čase, případně jako rovnici prvního řádu, která popisuje pokles nevyklíčených spor. V roce 
1965 byla empiricky odvozena rovnice celé germinační křivky [10], [46]. 
2.5.3.2 Bacillus subtilis 
Bacillus subtilis je sporulující grampozitivní bakterie. Vyskytuje se v široké škále materiálů, 
jako je voda, potraviny či půda.  Optimální kultivační teplota je 30 °C. Z hlediska nároků na 
kyslík se jedná o aerobní mikroorganismus (MO), podle výživových požadavků jde 
o chemoorganotrofní MO [47].  
 
MO má tyčinkovitý tvar, projevuje se tvorba řetízků. Tvoří endospory, které mají oválný tvar 
a nezduřují buňku. Endospory jsou silně rezistentní na fyzikální a chemické prostředky [47]. 
2.5.3.3 Termofilní druhy rodu Bacillus 
Rod Bacillus je široce rozšířený. Zahrnuje řadu extremofilních druhů, včetně termofilních 
mikroorganismů. Skupina 5 zahrnuje geneticky podobné druhy. Tato skupina byla vytvořena 
z termofilních příslušníků rodu Bacillus, druhů které nebyly veřejně publikovány a 
nesporulujících druhů. V rámci této skupiny byl vytvořen rod Geobacillus [48]. 
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Geobacillus thermocatenulatus byl izolován na jižním Uralu z termálního vrtu. Buňky mají 
tvar dlouhých tenkých tyčinek, které tvoří nerozvětvené řetízky shlukující se v médiu. Je to 
sporulující mikroorganismus tvořící cylindrické spory, které mírně zvětšují buňku. Roste při 
35 až 78 °C a koncentraci NaCl 0 až 4 %. Tvoří nažloutlé, kulaté, vyvýšené a hladké kolonie. 
Je schopný růstu za anaerobních podmínek [49].  Utilizuje maltosu, mannosu a řadu 
uhlovodíků o počtu uhlíků 10 až 16 [48]. 
 
Maximální lipolytická aktivita byla změřena při pH 7,5 až 8 a při teplotě 60 až 70 °C. 
Hodnoty byly zjištěny za použití p-nitrofenylpalmitátu, jako substrát byl použit olivový 
olej [33].  
 
Geocillus thermodenitrificians byl izolován v Rakousku ze šťávy z cukrové řepy. Buňky mají 
tvar tyčinky s oválnými sporami umístěnými terminálně nebo subterminálně. Tvoří ploché, 
lalokovité našedlé kolonie. Je schopen růstu při teplotách 45 až 70 °C při pH 6 až 8 a obsahu 
NaCl 0 až 3 %. Mikroorganismus redukuje nitráty na plyn. Je schopný na něm růst za 
anaerobních podmínek. Utilizuje řadu cukrů jako zdroj uhlíku [49].  
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
3.1 Materiál a metody 
3.1.1 Komerční preparát 
Jako srovnávací vzorek pro porovnání lipolytické aktivity a odbourávání tuků kulturami 
mikroorganismů byl použit komerční preparát Sany Duo Spezial, výrobce 
SANYTURA GmbH (KP). V předchozích studiích byla pomocí PCR prokázána přítomnost 
rodu Bacillus sp. [50]. 
3.1.2 Kultury 
Pro stanovení lipolytické aktivity a množství uvolněných mastných kyselin byly použity 
kultury: 
 
 Bacillus subtilis (CCM 1999T) 
 
 Geomacillus therocatenulatus (CCM 2809T) 
 
 Geobacillus thermodenitrificans (CCM 2566T) 
 
 Směsná termofilní kultura Thermus a Bacillus používaná v čističce odpadních vod 
3.1.3 Testované čistící prostředky 
 JAR 
 Pur 
 SONETT Prostředek na nádobí 
 Cleffekt 
 Přípravek pro strojní mytí (z laboratoře) 
 Pulirapid 
 Pulirapid extra 
3.1.4 Živná média 
 Brain Heart Infusion Broth – Himedia Laboratories Pvt. Ltd.: Pro pomnožení a 
kultivaci patogenních koků a ostatních nutričně náročných mikroorganismů. 
Složení: telecí mozková infuze: 200 g/l; hovězí srdcová infuze 250 g/l; proteosový 
pepton 10 g/l; chlorid sodný 5 g/l; hydrogenfosforečnan sodný 2,5 g/l; dextrosa 2 g/l. 
 Nutrient Agar No. 2 - Himedia Laboratories Pvt. Ltd.: Obecně použitelné kultivační 
médium. Složení: masový pepton 10 g/l; hovězí extrakt 10 g/l; chlorid sodný 5 g/l; 
agar 15 g/l. 
 Syntetické médium – 1,12 g/l K2HPO4, 0,48 g/l KH2PO4, 5 g/l NaCl, 
0,1 g/l MgSO4 · 7 H2O, 2 g/l (NH4)2SO4, 0,001 g/l EDTA [51]. 
 Sporulation Broth –  Peptic digest of animal issue: 6 g/l; Casein enzymic hydrolysate: 
4 g/l; Yeast extract 3 g/l; Beef extract: 1,5 g/l; Dextrose: 1 g/l; Manganous sulphate: 
0,3 g/l. 
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3.1.5 Substrát 
Jako substrát byl použit řepkový olej (56 % kys. olejové, 18 - 30 % kys. linolové, 6 – 14 % 
kys. linolenové, 4,5 % kys. palmitové, 1,5 % kys. stearové [52]) 
3.1.6 Přístroje 
 Očkovací box – Bioair A Euro-line Division 
 Spektrofotometr – UV/VIS HELLIOS DELTA Thermospectronic England 
 Sušárna Memmert, model 100-800 Schwabach 
 Ultracentrifuga – Eppendorf centrifuga 5417 R 
 Analytické váhy – AND GR-202-EC, Japonsko 
 Třepačka – KS 130 B-IKA, Německo 
 pH metr – Merci s.r.o. InoLab pH 720, Německo 
 Vařič – ETA, Milovice nad Bečvou 
 Vodní lázeň – Polystat cc1; Merci s.r.o., Brno 
 Vortex – Heidolph, REAX top, Německo 
3.1.7 Pomůcky 
 Mikropipety Labopette, HIRSCHMANN Laborgerate (objem 0,1 až 1,0 ml) 
 Mikropipety Biohit proline (objem 0,1 až 1,0 ml) 
 Mikrozkumavky Eppendorf 
 Laboratorní sklo 
3.1.8 Chemikálie 
 Albumin bovine fraction V - Serva, Německo 
 Diethylether - Lachema, Brno 
 Dihydrogenfosforečnan draselný - Lach Ner, Neratovice 
 Ethanol 96% - Merci s.r.o., Brno 
 Ethylendiamintetraoctová kyselina - Serva, Německo 
 Fenolftalein - HiMedia, Čaderský Envitek, Brno 
 Fosforečnan draselný K2HPO4 – Vitum, Praha 
 Glycin p.a. - Vitrum, Praha 
 Heptahydrát síranu hořečnatého – Lachema, Brno 
 Hexan - Vitrum, Praha 
 Hydrogenfosforečnan sodný - Lachema, Brno 
 Hydroxid draselný - Lach Ner, Neratovice 
 Hydroxid sodný - Lach Ner, Neratovice 
 Chlorid sodný - Lach Ner, Neratovice 
 Kyselina citronová bezvodá p.a. – Vitrum, Praha 
 Kyselina šťavelová - Lachema, Brno 
 P-nitrofenol - Fluka Chemische Fabrik, Německo 
 P-nitrofenyl laurát - Fluka Chemische Fabrik, Německo 
 Pentahydrát síranu měďnatého - Lachema, Brno 
 Síran amonný - Lachema, Brno 
 Tween 20  
 Uhličitan sodný – Lachema, Brno 
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3.1.9 Použité roztoky 
3.1.9.1 Roztoky pro stanovení lipolytické aktivity 
p-nitrofenyllaurát 0,0025 mol/l 
Navážka 0,02 g p-nitrofenyllaurátu byla rozpuštěna v 25 ml ethanolu. 
 
p-nitrofenol 0,0025 mol/l 
Navážka 0,0819 g p-nitrofenolu byla rozpuštěna v 250 ml destilované vody. 
 
citrát-fosforečnanový pufr, pH 3 až 6 
17,9 g hydrogenfosforečnanu sodného bylo rozpuštěno v 1000 ml destolované vody. 
Následně bylo upravováno pH tohoto roztoku na požadované hodnoty. 
 
fosforečnanový pufr pH 7; 8 
Pro dosažení pH 7 bylo smícháno 39 ml 0,2 M kyselého fosforečnanu sodného a 61 ml 0,2 M 
středního fosforečnanu sodného, pro pH 8 byl poměr roztoků 5,3 ml a 94,7 ml. Připravené 
roztoky byly doplněny destilovanou vodou na objem 200 ml. 
 
Roztok 0,2 M kyselého fosforečnanu sodného byl připraven rozpuštěním 27,8 g v 1000 ml 
destilované vody,  0,2 M roztok středního fosforečnanu sodného byl připraven rozpuštěním 
71,64 g Na2HPO4 · 12 H2O v 1000 ml destilované vody. 
 
glycin-NaOH pufr, pH 9; 10 
Glycin o hmotnosti 0,74 byl rozpuštěn v 200 ml vody. Pomocí 0,1 mol/l hydroxidu sodného 
bylo upraveno pH na požadované hodnoty.  
 
fosfátový pufr, pH = 7,2 
V 240 ml destilované vody bylo rozpuštěno 1,431 g hydrogenfosforečnanu sodného a 0,549 g 
dihydrogenfosforečnanu draselného. pH bylo upraveno na hodnotu 7,2 pomocí roztoku 
hydroxidu sodného 
 
Uhličitan sodný 0,1 mol/l 0,1 M 
1,06 g Na2CO3 bylo rozpuštěno ve 100 ml desetilované vody. 
3.1.9.2 Roztoky pro stanovení bílkovin 
Roztok A 
20 g Na2CO3, 0,5 g vínanu sodného a 4 g hydroxidu sodného rozpustit v 1 l destilované vody. 
 
Roztok B 
1 g CuSO4 · 5 H2O rozpustit v 1 l destilované vody. 
 
Folin-Ciocaulteovo činidlo 
Jedná se o směs fosfomolybdenové a fosfowolfamové kyseliny. 
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3.2 Pracovní postupy 
3.2.1 Stanovení lipolytické aktivity s využitím p-nirofenyllaurátu 
3.2.1.1 Princip 
Princip metody spočívá ve využití speciálního substrátu, který je hydrolyzován na barevný 
konečný produkt. Pro stanovení aktivity bakteriálních lipáz se využívá p-nitrofenol 
s mastnými kyselinami různých délek. Hydrolýzou karboxylových esterů některých 
sloučenin, např. p-nitrofenolu, lze spektrofotometricky stanovit velikost lipolytickou aktivitu. 
Výše uvedený p-nitrofenol má žluté zbarvení a absorbance je měřena při vlnové délce 405, 
resp. 410 nm. Enzymová aktivita je vyjádřena v µmol p-nitrofenolu, který byl uvolněn za 
jednu minutu [33].  
3.2.1.2 Stanovení kalibrační přímky na p-nitrofenol 
Byl připraven zásobní roztok p-nitrofenolu o koncentraci c = 0,1 µmol/l. Z tohoto roztoku 
byly ředěním připraveny vzorky o koncentraci 0,02; 0,04; 0,06; 0,08 a 0,10 µmol/ml. 
Pro měření bylo ve zkumavce smícháno vždy 650 µl  0,05M fosfátového pufru o pH 7,2, 
100 µl roztoku p-nitrofenolu o požadované koncentraci a 100 µl Na2CO3. Blank byl připraven 
záměnou roztoku p-nitrofenolu za destilovanou vodu. 
 
Absorbance byla měřena proti blanku při 420 nm. 
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Graf 1: Kalibrační přímka p-nitrofenolu 
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3.2.1.3 Stanovení vlivu teploty na produkci lipáz 
Kultivační médium Brain Heart Infusion Broth obohacené 1 % řepkového oleje bylo 
zaočkováno 1 ml kultury. Komerční přípravek a Bacillus subtilis byly kultivovány při 
laboratorní teplotě, termofilní mikroorganismy při 60 °C.  
 
Reakční směs byla připravena smícháním 650 µl fosfátového pufru o pH 7,2, 100 µl enzymu 
a 100 µl p-nitrofenyllaurátu. Reakční směs byla inkubována 30 minut při dané teplotě. Poté 
bylo přidáno 100 µl Na2CO3. Blank byl připraven záměnou ezymu za destilovanou vodu. 
Absorbance byla změřena proti blanku při vlnové délce 420 nm. 
 
Aktivita byla stanovena pro teploty 30, 37, 45, 55, 60, 65 a 70 °C. 
 
Lipolytická aktivita byla vypočítána podle vztahu: 
tV
Af
a x
⋅
⋅
=
420
, kde je 
a lipolytická aktivita enzymu [µmol/min] 
fx  přepočítávací faktor koncentrace lipolytických enzymů pro absorbanci rovnou 1, který 
byl určen z kalibrační přímky p-nitrofenolu  
A420 absorbance naměřená u jednotlivých vzorků 
t doba inkubace [min] 
V  objem enzymu [ml] 
3.2.1.4 Stanovení vlivu pH na produkci lipáz 
Bylo použito stejné kultivační médium jako při studiu vlivu teploty. 
 
Reakční směs tvořilo 650 ml pufru o příslušném pH (pH 3-6: citrát-fosforečnanový pufr, 7-8: 
fosforečnanový pufr, 9-10: glycin-NaOH pufr), 100 ml enzymu a 100 ml p-nitrofenyllaurátu. 
Inkubace probíhala 30 minut, kdy Bacillus subtilis a KP byly kultivovány při 37°C, termofilní 
baktrie při 60°C. 
 
Aktivita enzymu byla proměřována pro rozpětí pH  3-10. 
3.2.1.5 Stanovení lipolytické aktivity při přítomnosti detergentu TWEEN 20 
Ke kultivačnímu médiu Brain Heart Infusion Broth obohacenému 1 % řepkového oleje byl 
přidán TWEEN 20 v určité koncentraci. Poté bylo médium zaočkováno 1 % kultury a 
inkubováno za stejných podmínek jako v předchozích případech.  
 
Aktivita enzymu byla měřena při koncentracích tenzidu Tween 20 0; 1 a 2 %. 
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3.2.2 Stanovení bílkovin (Lowry) 
3.2.2.1 Princip 
Folin-Ciocaultovo činidlo (směs fosfomolybdenové a fosfowolframové kyseliny) 
v alkalickém prostředí (pH 10 až 10,5) v přítomnosti Cu2+ poskytuje v přítomnosti bílkovin 
modře zbarvený produkt. Zbarvení je měřeno spektrofotometricky při vlnové délce 750 nm. 
 
Metoda je závislá na aminokyselinovém složení bílkoviny, neboť je založena na reakci činidla 
se zbytky aromatických aminokyselin. 
3.2.2.2 Stanovení kalibrační přímky albuminu 
Byl připraven zásobní roztok albuminu o koncentraci c = 1 mg/ml. Z tohoto roztoku byly 
ředěním připraveny vzorky o koncentraci 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 a 0,5 mg/ml. Pro měření bylo ve 
zkumavce smícháno vždy 1 ml roztoku albuminu o dané koncentraci a 5 ml směsi činidel 
A a B smíchaných v poměru 9 : 1. Směs byla promíchána a deset minut ponechána 
k inkubaci. Poté bylo přidáno 0,5 ml směsi Folin-Ciocaulteova činidla s destilovanou vodou 
v poměru 1 : 1,6. Blank byl připraven záměnou roztoku albuminu za destilovanou vodu. 
Roztoky A a B jsou uvedeny v kap. 3.1.9.2. 
 
Absorbance byla měřena proti blanku při 750 nm. 
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Graf 2: Kalibrační přímka albuminu 
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3.2.2.3 Stanovení bílkovin ve vzorcích 
Bílkoviny byly vždy stanoveny společně se stanovením lipolytické aktivity vzorku. Tento 
postup umožňuje výpočet specifické aktivity.  
 
Postup stanovení bílkovin ve vzorcích byl analogický k postupu při sestrojení kalibrační 
přímky. Místo roztoku albuminu byl použit vhodně naředěný vzorek. 
 
Obsah bílkovin byl vypočítán ze vztahu: 
550Afy y ⋅= , kde je 
y obsah bílkovin ve vzorku [mg/ml] 
fy přepočítávací faktor koncentrace bílkovin pro absorbanci rovnou 1 určený z kalibrační 
přímky albuminu [mg/ml] 
A550 absorbance jednotlivých vzorků bílkovin 
3.2.3 Stanovení specifické aktivity 
Ze stanovení lipolytické aktivity (kapitola 3.2.1) a bílkovin dle Lowryho (kapitola 3.2.2) byla 
vypočtena specifická aktivita podle vztahu: 
y
a
asp = , kde je 
asp specifická aktivita [µmol/min·mg]  
a lipolytická aktivita [µmol/min·ml] 
y množství bílkovin [mg/ml] 
3.2.4 Odbourávání tuků 
3.2.4.1 Stanovení vlivu přítomnosti a koncentrace tenzidů 
Syntetické médium, jehož složení je uvedeno v kapitole 3.1.4, obohacené 1 % řepkového 
oleje a příslušným množstvím tenzidu Tween 20, bylo zaočkováno 1 ml kultury. 
Bacillus subtilis a KP byly kultivovány při laboratorní teplotě, termofilní mikroorganismy při 
teplotě 60 °C.  
 
Stanovení schopnosti mikroorganismů štěpit lipidy bylo prováděno během desetidenní 
kultivace v intervalech 48 hodin. Pro stanovení bylo odebráno vždy 20 ml kultury a v dělící 
nálevce smícháno s 20 ml hexanu. Extrakce probíhala po dobu 2 minut a poté byla horní 
vrstva odebrána do suché zvážené kádinky. Byla provedena opakovaná extrakce, po které 
byla opět oddělena horní vrstva. Extrakt z obou extrakcí byl odpařen na vodní lázni. Po 
odpaření byly kádinky zváženy a obsah byl rozpuštěn v 50 ml směsi ethanolu a diethyletheru 
(v poměru 1 : 1). Roztok byl titrován 0,1 M KOH na fenolftalein do slabě růžového zbarvení. 
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Výpočet byl proveden podle vztahu: 
m
McV
⋅
⋅⋅⋅
=
1000
100MK volných % KOHKOH , kde je 
VKOH   spotřeba KOH [ml] 
cKOH  skutečná koncentrace odměrného roztoku v [mol/l] 
M  molární hmotnost převládající MK v řepkovém oleji (kyselina olejová) [g/mol] 
m  hmotnost volných MK po odpaření [g] 
 
Množství uvolněných mastných kyselin bylo stanoveno pro koncentrace tenzidu Tween 20 
rovné 0; 1 a 2 %. 
3.2.5 Stanovení nárůstu biomasy (Růstová křivka) 
Růstová křivka byla stanovena následujícím způsobem [53]. 
 
 Kultivační médium Brain Heart Infusion Broth o objemu 100 ml obohacené 1 % 
řepkového oleje bylo zaočkováno 1 ml kultury. Komerční přípravek a Bacillus subtilis 
byly kultivovány při laboratorní teplotě, termofilní mikroorganismy při 60 °C. 
Kultivace probíhala aerobně na třepačce při 160 rpm. 
 
 Absorbance byla měřena při  vlnové délce 610 nm proti živnému médiu bez buněk. 
Odběry byly prováděny do dosažení stacionární fáze. 
 
 Koncentrace sušiny byla vyjádřena v jednotkách mg/ml podle vztahu: v rozmezí 
hodnot absorbance 0,1 – 0,6 se absorbance při 650 nm rovná miligramu sušiny na 
mililitr.Byla sestrojena křivka závislosti koncentrace sušiny na čase. 
3.2.6 Studium vlivu čistících prostředků na růst Bacillus subtilis 
Pro testování vlivu čistících prostředků na růst Bacillus subtilis byly použity 4 detergenty 
určené k ručnímu mytí nádobí, které jsou dostupné v obchodech, přípravek pro strojní mytí a 
dále dva čistící přípravky na čištění povrchů v kuchyních a koupelnách. Všechny tyto 
přípravky byly testovány v koncentrované formě a dále při zředění 10-1, 10-2, 10-3 a 10-4. 
 
Jako živné médium byl použit Nutrient Agar v dávkování 4 g/100 ml. Suspenze obsahující 
mikrobiální buňky byla zaočkována přelivem na Petriho misky a na povrch byly po ztuhnutí 
umístěny disky vytvořené z filtračního papíru Whatman. Na disky bylo sterilně napipetováno 
10 µl daného čistícího prostředku o dané koncentraci. Pro každý prostředek byla provedena 
dvě paralelní stanovení. 
3.2.7 Příprava bakteriálních spor Bacillus subtilis 
Do 100 ml sporulačního média byla zaočkována kultura Bacillus subtilis z jednoho šikmého 
agaru. Kultura byla inkubována v termostatu 10 dní při teplotě 37 °C. Přebytečné médium 
bylo po ukončení inkubace odpipetováno a bakterie byly přelity fyziologickým roztokem. 
Suspenze byla napipetována do mikrozkumavek a 30 minut zahřívána ve vodní lázni při 
65 °C. Zahřátá suspenze byla centrifugována, promyta fyziologickým roztokem a tento proces 
byl opakován třikrát. Poté byly spory suspendovány ve fyziologickém roztoku a uchovány při 
teplotě 4 °C pro další použití. 
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4 VÝSLEDKY A DISKUSE  
Cílem práce bylo otestovat vybrané mikrobiální kultury (Bacillus subtilis, Geobacillus 
thermodenitrificans, Geobacillus thermocatenulatus a směsnou termofilní kulturu Thermus a 
Bacillus na vybrané parametry a vybrat vhodnou mikrobiální kulturu pro přípravek do 
odlučovačů tuků. Jako srovnávací vzorek byl použit komerční preparát Sany Duo Spezial. 
V tomto přípravku byla v předchozí diplomové práci potvrzena přítomnost bakteriální kultury 
Bacillus sp. [50].  
 
U mikrobiálních kultur a komerčního přípravku byly stanoveny optimální podmínky pro 
produkci lipáz. S ohledem na charakter odpadní vody z restauračních zařízení a jídelen, ve 
kterých jsou přítomny detergenty, byly mikrobiální kultury otestovány na schopnost 
odbourávat tuky v přítomnosti tenzidu Tween 20. Závěrem byl na kultuře Bacillus subtilis 
proveden test na inhibici růstu v přítomnosti různých koncentrací čistících prostředků. Tento 
test nebyl proveden na ostatních zkoumaných kulturách vzhledem k jejich termofilnímu 
povaze a nemožnosti kultivovat termofily na tuhém médiu. 
4.1 Stanovení optimálních podmínek pro účinek produkovaných lipáz 
U testovaných mikrobiálních kultur a komerčního přípravku byly stanoveny optimální 
podmínky pro produkované lipázy. Bylo stanoveno teplotní a pH optimum a závěrem byla 
zhodnocena schopnost produkce lipáz v substrátu obsahujícím neionogenní tenzid Tween 20. 
4.1.1 Stanovení teplotního optima produkovaných lipáz 
Jedním z rozhodujících faktorů pro produkci lipolytických enzymů je teplota. Pro použití 
mikrobiálních enzymů v přípravcích do odlučovačů tuků je výhodné široké rozpětí, při kterém 
jsou lipázy schopné katalyzovat utilizaci substrátu. Tento fakt vyplývá z efektivního rozpětí 
teplot u přípravku BILIKUK [27]. 
 
V předchozí diplomové práci bylo zjištěno, že teplotní optimum pro produkci lipáz u 
mikrobiální kultury Bacillus subtilis je v rozmezí 25 až 50 °C [50]. Komerční preparát a 
termofilní kultury Geobacillus thermodenitrificans, Geobacillus thermocatenulatus a směsná 
kultura Thermus a Bacillus byly testovány při teplotách 30 až 70 °C po dobu 7 dnů. 
 
Kultivace byla monitorována po dobu sedmi dnů v podmínkách zvedených v kapitole 3.2.1.3. 
Výsledky byly vyjádřeny v relativní aktivitě. Byly zjištěny průměrné hodnoty relativní 
aktivity pro jednotlivé teploty. Křivka průměrných hodnot ukazuje na optimální teplotu 
z hlediska dlouhodobého působení. 
 
Grafy 3 až 6 zobrazují teplotní profily KP a mikrobiálních kultur jako závislost relativní 
aktivity na teplotě. Příslušná data k těmto grafům jsou uvedena v Příloze 1. 
 
Křivka získaná na základě závislosti průměrné relativní aktivity na teplotě měla obdobný 
průběh pro Geobacillus thermodenitrificans, kde zjištěné hodnoty dosahovaly 20 – 53 % a 
G. thermocatenulatus, s hodnotami arel 20 – 47 % (Grafy 4 a 5). Nejvyšší lipolytická aktivita 
byla pozorována u obou kultur při 60 °C. Tato hodnota se pro G. thermocatenulatus shoduje 
s literaturou, která uvádí optimální teplotu pro produkci lipáz 60 až 70 °C [33]. 
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Komerční přípravek a směsná kultura Bacillus a Thermus (Grafy 3 a 6) měly odlišný průběh, 
přičemž KP dosahoval nejvyšší průměrné relativní aktivity při 37 °C a v teplotním rozmezí 
30 až 45 °C nabýval průměrných hodnot relativní aktivity 45 až 75 %. Naproti tomu směsná 
kultura nabývá v teplotním rozmezí 37 až 70 °C průměrných relativních hodnot 40 – 75 %. 
Z této skutečnosti vyplývá, že směsní kultura má širší rozmezí pH optima, které zasahuje do 
termofilní oblasti. Z grafu č. 6 vyplývá, že kultura Thermus + Bacillus vykazuje nejvyšší 
lipolytickou aktivitu při teplotě 60 °C, další maximum je patrné při 37 °C. Tento jev může být 
způsoben přítomností více druhů mikroorganismů.  
 
0
10
20
30
40
50
60
70
80
90
100
30 35 40 45 50 55 60 65 70
teplota (°C)
a
re
l (%
)
2. den
3. den
4. den
6. den
7. den
Průměr
 
Graf 3: KP - teplotní optimum 
 
0
10
20
30
40
50
60
70
80
90
100
30 35 40 45 50 55 60 65 70
teplota (°C)
a
re
l (%
)
2. den
3. den
4. den
6. den
7. den
Průměr
 
Graf 4: G. thermodenitrificans - teplotní optimum 
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Graf 5: G. thermocatenulatus - teplotní optimum 
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Graf 6: Thermus + Bacillus - teplotní optimum 
4.1.2 Stanovení pH optima produkovaných lipáz 
Stejně jako teplota, i pH je důležitým faktorem pro růst a rozmnožování mikroorganismů a 
produkci enzymů. Stanovení pH optima je důležité z hlediska technologického využití 
mikroorganismů [10]. 
 
V předchozí diplomové práci autorka uvádí jako pH optimum pro produkci Bacillus subtilis 
rozpětí 4 až 8 [50]. Optimální hodnoty pH pro komerční přípravek a termofilní kultury byly 
testovány v rozmezí pH 3-10. Výsledky jsou shrnuty v grafech 7 až 10. Produkce lipáz při 
různé hodnotě pH byla monitorována po dobu 4 dnů. Příslušná data jsou uvedena v Příloze 2. 
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Kultivace byla monitorována po dobu čtyř dnů v podmínkách zvedených v kapitole 3.2.1.4. 
Výsledky byly vyjádřeny v relativní aktivitě. Byly zjištěny průměrné hodnoty relativní 
aktivity pro jednotlivé hodnoty pH. Křivka průměrných hodnot ukazuje na optimální teplotu 
z hlediska dlouhodobého působení. 
 
Graf 7 naznačuje, že komerční preparát při pH 5 až 10 vykazoval průměrnou relativní 
lipolytickou aktivitu nad 40 %, V případě pH 4 přesahovala aktivita hodnotu 38 %. To 
ukazuje na široké rozpětí pH, při kterých je KP schopný utilitovat substrát. Obdobnou 
schopnost vykazuje i směsná kultura Bacillus a Thermus, zobrazená v Grafu 10. Tato kultura 
nabývá hodnot průměrné relativní lipolytické aktivity přes 40 % pro rozpětí pH 5 až 10. 
Nejvyšších hodnot relativní aktivity dosahoval komerční přípravek při pH 7, zatímco směsná 
kultura při pH 10. 
 
Z grafů 8 až 10 je patrné, že křivky mají obdobný průběh. Jako optimální pH pro lipolytickou 
aktivitu G. thermodenitrificans (Graf 8) a G. thermocatenulatus bylo stanoveno pH 10, 
enzymy v těchto kulturách vykazují hodnoty průměrné relativní aktivity nad 40 % v rozsahu 
pH 7 až 10. Literatura uvádí jako optimální pH pro G. thermocatenulatus 7,5 až 8 [33]. 
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Graf 7: KP - pH optimum 
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Graf 8: G. thermodenitrificans – pH optimum 
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Graf 9: G. thermocatenulatus - pH optimum 
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Graf 10: Thermus + Bacillus - pH optimum 
4.1.3 Vliv přídavku Tween 20 na produkci lipáz 
Produkce lipolytických enzymů byla testována při koncentraci neionogenního tenzidu 
Tween 20 o koncentraci 1 a 2 % a zárověň bez přítomnosti tenzidu. Jako substrát byl do 
kultivačního média přidáván řepkový olej v koncentraci 1 %. Kultivace probíhala 120, resp. 
170 hodin v závislosti na nárůstu buněčné hmoty, který byl sledován souběžně. Podmínky 
kultivace jsou uvedeny v kapitole 3.2.1.5, lipolytická aktivita byla stanovena při pH 7,2 a 
teplotě 37 °C, resp. 60 °C pro termofilní mikroorganismy. 
 
Výsledky testování jsou uvedeny v grafech 11 až 15, příslušná data jsou shrnuta v Příloze 3. 
 
U kultury Bacillus subtilis a KP lze pozorovat zpomalení produkce lipáz v živných médiích 
s přídavkem tenzidu. Tento jev je patrný z grafů 11 a 12. 
 
Ze získaných závislostí vyplývá, že vliv přidané povrchově aktivní látky je závislý na 
konkrétní testované kultuře. Ne vždy měl přídavek tenzidu pozitivní vliv na produkci lipáz.  
 
Nejvyšší dosažené lipolytické aktivity a podmínky, při nichž bylo těchto hodnot dosaženo, 
jsou uvedeny pro všechny testované mikroorganismy ve specifické aktivitě v přehledné 
Tabulce  4. 
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Graf 11: Bacillus subtilis – Vliv přítomnosti tenzidu Tween 20 na produkci lipáz 
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Graf 12: KP – Vliv přítomnosti tenzidu Tween 20 na produkci lipáz 
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Graf 13: G. thermodenitrificans – Vliv přítomnosti tenzidu Tween 20 na produkci lipáz 
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Graf 14: G. thermocatenulatus – Vliv přítomnosti tenzidu Tween 20 na produkci lipáz 
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Graf 15: Thermus + Bacillus – Vliv přítomnosti tenzidu Tween 20 na produkci lipáz 
4.1.3.1 Porovnání maximálních hodnot lipolytické aktivity  
Z hodnot získaných v této studii bylo provedeno porovnání maximálních specifických aktivit. 
Nejvyšší specifická aktivita byla stanovena v čase 144 hodin u směsné termofilní kultury 
Bacillus a Thermus v médiu s koncentrací tenzidu 2 %. Nenižší lipolytickou aktivitu 
vykazoval komerční přípravek po 20 hodinách kultivace bez přítomnosti tenzidu. Výsledky 
jsou shrnuty v Tabulce 4. 
 
Tabulka 4: Maximální hodnoty specifické aktivity testovaných kultur 
 asp (µmol/mg·min) podmínky 
Bacillus subtilis 0,0452 144 hodin; 2% Tween 
Komerční přípravek 0,0350 20 hodin; 0% Tween 
G. thermodenitrificans 0,0383 96 hodin; 2% Tween 
G. thermocatenolatus 0,0409 96 hodin; 1% Tween 
Bacillus + Thermus 0,0628 144 hodin; 2% Tween 
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4.2 Vliv přídavku Tween 20 na množství uvolněných mastných kyselin 
Mikrobiální kultury byly testovány na schopnost degradovat řepkový olej při koncentraci 
tenzidu Tween 20 0; 1 a 2 %. Kultivace probíhala po dobu 10 dnů v médiu připraveném dle 
návodu v kapitole 3.2.4. 
 
Výsledky stanovení vlivu tenzidu na množství uvolněných mastných kyselin jsou uvedeny 
v Příloze 4 a shrnuty do grafů 16 až 20. 
 
Bylo zjištěno, že testované kultury jsou schopné degradovat řepkový olej při všech použitých 
koncentracích tenzidu. Bez přidání tenzidu obsahují vzorky větší množství uvolněných MK 
než s jeho přídavkem.  
 
Maximální množství uvolněných mastných kyselin se pohybuje u kultivací bez přidání 
tenzidu kolem 70 %, respektive 50 % u směsné kultury Bacillus a Thermus, pro koncentrace 
1 a 2 % nepřesahuje 30 %. 
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Graf 16: Bacillus subtilis – Vliv tenzidu Tween 20 na množství uvolněných MK 
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Graf 17: Komerční přípravek - Vliv tenzidu Tween 20 na množství uvolněných MK 
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Graf 18: G. thermodenitrificans - Vliv tenzidu Tween 20 na množství uvolněných MK 
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Graf 19: G. thermocatenulatus - Vliv tenzidu Tween 20 na množství uvolněných MK 
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Graf 20: Thermus + Bacillus - Vliv tenzidu Tween 20 na množství uvolněných MK 
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4.3 Sledování nárůstu biomasy 
Nárůst biomasy byl stanovován paralelně s měřením lipolytické aktivity spektrofotometricky 
650 nm dle návodu v kapitole 3.2.5. 
4.3.1 Nárůst biomasy u živých  buněk a spor Bacillus subtilis 
V předchozích studiích bylo zjištěno, že komerční přípravky do odlučovačů tuků obsahují jak 
živé buňky, tak jejich spory. Spory připravené za pomoci sporulačního média byly 
zaočkovány za stejných podmínek jako živé buňky a spektrofotomentricky byl stanovován 
nárůst biomasy. Graf 21 zobrazuje nárůst biomasy v čase. Je patrné, že růstová křivka spor má 
delší lag fázi. To je způsobeno časem potřebným na vyklíčení spor. 
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Graf 21: Nárůst biomasy u živých buněk B. subtilis a spor 
4.3.2 Nárůst biomasy při různých koncentracích Tween 20 
Pro získání představy o vlivu tenzidů na růst a rozmnožování mikroorganismů byla 
spetrofotometricky stanovena růstová křivka pro testované koncentrace přípravku Tween 20. 
Tyto byly opět 0; 1 a 2 %. Křivka byla měřena do dosažení stacionární fáze. 
 
V grafech 22 až 26 jsou znázorněny růstové křivky testovaných mikroorganismů. Pro Bacillus 
subtilis a komerční preparát (Graf 22, resp. 23) je patrný rychlý nárůst biomasy v prvních 
dvaceti hodinách a značný rozdíl mezi vzorky obsahujícími Tween a těmi, co ho 
neobsahovali.  
 
U kultur Geobacillus thermodenitrificans a G. thermocatenulatus, které jsou uvedeny 
v grafech 24 a 25 byl zaznamenám rychlejší nárůst biomasy u kultivace bez přídavku tenzidu, 
avšak při dlouhodobější kultivaci se jako lepší kultivační prostředí ukázala prostředí s jeho 
přídavkem. 
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Graf 22: Bacillus subtilis – Vliv přítomnosti tenzidu Tween 20 na nárůst biomasy 
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Graf 23: KP - Vliv přítomnosti tenzidu Tween 20 na nárůst biomasy 
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Graf 24: G. thermodenitrificans -  Vliv přítomnosti tenzidu Tween 20 na nárůst biomasy 
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Graf 25: G. thermocatenulatus - Vliv přítomnosti tenzidu Tween 20 na nárůst biomasy 
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Graf 26: Thermus + Bacillus - Vliv přítomnosti tenzidu Tween 20 na nárůst biomasy 
4.3.3 Vztah mezi růstovou křivkou a produkcí lipolytických enzymů 
Literatura uvádí začátek stacionární fáze růstu mikroorganismů jako fázi s nejvyšší produkcí 
lipáz [54]. Poznatek z literatury byl otestován na mikrobiálních kulturách a KP použitých 
v této práci. 
 
Grafy 27 až 31 zobrazují závislost koncentrace a zároveň specifické aktivity na čase. Z grafů 
lze konstatovat, že nejvyšší specifické aktivity bylo dosaženo na konci exponenciální až 
začátku stacionární fáze, což potvrzuje poznatek z literatury. 
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Graf 27: Bacillus subtilis – Vztah mezi růstovou křivkou (zeleně) a produkcí lipáz (oranžově) 
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Graf 28: KP – Vztah mezi růstovou křivkou (zeleně) a produkcí lipáz (oranžově) 
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Graf 29: Geobacillus thermodenitrificans – Vztah mezi růstovou křivkou (zeleně) a produkcí 
lipáz (oranžově) 
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Graf 30: Geobacillus thermodcatenulatus – Vztah mezi růstovou křivkou (zeleně) a produkcí 
lipáz (oranžově) 
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Graf 31: Směsná kultura Thermus + Bacillus – Vztah mezi růstovou křivkou (zeleně) a 
produkcí lipáz (oranžově) 
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4.4 Vliv přítomnosti čistících prostředků na růst Bacillus subtilis 
V odpadech pocházejících z restauračních zařízení jsou přítomny čistící prostředky běžně 
používané v kuchyních. Proto byl zkoumán vliv těchto prostředků na růst kultury Bacillus 
subtilis, která byla prokázána v přípravku do odlučovačů tuků [50]. 
 
Vliv čistících prostředků byl testován na čtyřech tekutých prostředcích na mytí nádobí, 
přípravku pro strojní mytí a dvou přípravcích odstraňujících nečistoty a vodní kámen. Studie 
ukázala, že přípravky inhibují růst Bacillus subtilis v původní koncentraci a při zředění 10-1. 
Při vyšším zředění čistícího prostředku nebyl patrný inhibiční vliv přípravků na růst 
mikroorganismu s výjimkou přípravku D, kde je patrná inhibiční zóna kolem disku 
s koncentrací přípravku 10-2. Obrázek 11 uvádí příklady kultivací. 
 
 
Obrázek 11: Inhibiční vliv čistících prostředků na růst Bacillus subtilis 
 
1 nezředěný prostředek  A Jar  
2 zředění 10-1   C SONETT Přípravek na nádobí 
3 zředění 10-2   D Cleffekt 
4 zředění 10-3   E přípravek pro strojní mytí 
5
 zředění 10-4 
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5 ZÁVĚR 
Cílem práce bylo porovnání podmínek produkce lipolytických enzymů vybraných 
mikrobiálních kultur: Bacillus subtilis, Geobacillus thermodenitrificans, Geobacillus 
thermocatenulatus a směsné termofilní kultury Bacillus a Thermus s komerčním přípravkem 
Sany Duo Spezial. Dále pak na základě získaných výsledků a jejich porovnání s výsledky pro 
komerční preparát vybrat mikrobiální kulturu vhodnou pro aplikaci do nového přípravku do 
odlučovačů tuků. 
 
Studium vlivu teploty prokázalo teplotní rozmezí pro činnost lipáz 37 až 70 °C u směsné 
termofilní kultury, která se ukázala jako nejvhodnější bakteriální kultura z testovaných 
mikroorganismů. Bakteriální kultury Geobacillus thermodenitrificans a Geobacillus 
thermocatenulatus vykazovaly nižší relativní aktivity, optimální teplota pro jejich lipolytickou 
aktivitu byla 60 °C. Při 37 °C byla aktivita lipáz ovšem nižší. Teplotní optimum pro komerční 
přípravek bylo stanoveno na 37 °C s průměrnou relativní aktivitou přesahující 75 %.. 
 
V práci bylo stanoveno i pH optimum produkovaných lipáz. Zatímco lipázy produkované 
kulturami Geobacillus thermodenitrificans a Geobacillus thermocatenulatus vykazovaly 
pH optimum vzhledem k průměrné relativní aktivitě při pH 7 a 10, směsná termofilní kultura 
vykazovala průměrnou relativní aktivitu nad 40 % v rozmezí pH 5 až 10. Obdobné pH 
optimum bylo zjištěno u komerčního přípravku. Bacillus subtilis má dle předchozí práce 
optimální pH 4 až 8 [50].  
 
Z poznatků uvedených výše byla do budoucího přípravku do odlučovačů tuků jako vhodný 
mikroorganizmus  vybrána směsná kultura Thermus a Bacillus. Pro zvýšení produkce a tím i 
aktivit lipáz při nižších teplotách lze navrhnout k odzkoušení přídavek kmen kultury Bacillus 
subtilis,  který byl otestován v předcházející diplomové práci a to jak ve formě živých buněk, 
tak spor. Takovéto obohacení by rozšířilo i oblast pH účinku  produkovaných lipáz v kyselé 
oblasti. Přítomnost spor v přípravcích do odlučovačů tuků byla rovněž prokázána v předchozí 
diplomové práci[53]. 
 
Další práce byla zaměřena na studium účinku neionogenního tenzidu Tween 20 na růst a 
rozmnožování mikroorganismů a produkci lipáz. Bylo zjištěno, že vliv tohoto prostředku na 
lipolytickou aktivitu a nárůst biomasy závisí na testované kultuře. Testované termofilní 
kultury vykazovaly vyšší nárůst biomasy i lipolytickou aktivitu s přídavkem tenzidu, zatímco 
Bacillus subtilis a komerční přípravek dosahovaly vyšších hodnot jak lipolytické aktivity, tak 
i nárůstu biomasy bez jeho přidání. 
 
Titračním stanovením množství uvolněných mastných kyselin byla potvrzena schopnost 
testovaných kultur rozkládat lipidy. 
 
Závěrem byl proveden test na inhibiční vliv kuchyňských čistících prostředků na 
rozmnožování kultury Bacillus subtilis. Bylo zjištěno, že tyto prostředky inhibují růst do 
koncentrace 10-1. Při nižší koncentraci byl zaznamenán inhibiční vliv u jednoho přípravku ze 
sedmi testovaných. 
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Příloha 1: Teplotní optima 
Komerční přípravek 
Průměrná aktivita: 
teplota (°C) arel. (%) 
30 63,49 
37 75,66 
45 48,66 
55 23,61 
60 34,03 
65 31,37 
70 27,03 
 
 teplota (°C) a (µmol/ml) y (mg/ml) asp (µmol/mg·ml) arel (%) 
30 0,2118 0,0285 78,17 
37 0,2199 0,0296 81,19 
45 0,1863 0,0251 68,76 
55 0,0581 0,0078 21,46 
60 0,1299 0,0175 47,93 
65 0,0894 0,0120 33,00 
2. den 
70 0,0490 
7,429 
0,0066 18,07 
30 0,2165 0,0285 78,18 
37 0,2451 0,0323 88,49 
45 0,2295 0,0302 82,84 
55 0,0632 0,0083 22,83 
60 0,1176 0,0155 42,46 
65 0,1061 0,0140 38,29 
3. den 
70 0,0721 
7,596 
0,0095 26,02 
30 0,2060 0,0308 84,40 
37 0,2441 0,0365 100,00 
45 0,1339 0,0200 54,87 
55 0,1258 0,0188 51,53 
60 0,1152 0,0172 47,21 
65 0,1210 0,0181 49,58 
4. den 
70 0,1482 
6,693 
0,0221 60,72 
30 0,1472 0,0223 61,19 
37 0,2033 0,0308 84,50 
45 0,0469 0,0071 19,50 
55 0,0184 0,0028 7,63 
60 0,0330 0,0050 13,71 
65 0,0459 0,0070 19,08 
6. den 
70 0,0588 
6,597 
0,0089 24,45 
30 0,0350 0,0057 15,52 
37 0,0544 0,0088 24,11 
45 0,0391 0,0063 17,33 
55 0,0330 0,0053 14,62 
60 0,0425 0,0069 18,84 
65 0,0381 0,0062 16,88 
7. den 
70 0,0133 
6,185 
0,0021 5,88 
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Geobacillus thermodenitrificans  
Průměrná aktivita: 
 
 teplota (°C) a (µmol/ml) y (mg/ml) asp (µmol/mg·ml) arel (%) 
30 0,0683 0,0090 15,20 
37 0,1788 0,0235 39,78 
45 0,1081 0,0142 24,05 
55 0,1275 0,0167 28,36 
60 0,0894 0,0117 19,89 
65 0,0360 0,0047 8,02 
2. den 
70 0,1149 
7,613 
0,0151 25,56 
30 0,0918 0,0169 28,57 
37 0,1071 0,0197 33,33 
45 0,1679 0,0309 52,28 
55 0,1458 0,0268 45,40 
60 0,3212 0,0590 100,00 
65 0,1829 0,0336 56,93 
3. den 
70 0,1040 
5,440 
0,0191 32,38 
30 0,1006 0,0154 26,07 
37 0,2060 0,0315 53,38 
45 0,2917 0,0446 75,58 
55 0,2410 0,0369 62,45 
60 0,3413 0,0522 88,44 
65 0,2451 0,0375 63,51 
4. den 
70 0,2040 
6,536 
0,0312 52,85 
30 0,0884 0,0123 20,84 
37 0,0792 0,0110 18,67 
45 0,1084 0,0151 25,56 
55 0,1224 0,0170 28,85 
60 0,1621 0,0226 38,23 
65 0,1288 0,0179 30,37 
6. den 
70 0,1404 
7,184 
0,0195 33,10 
30 0,0279 0,0041 7,01 
37 0,0544 0,0081 13,67 
45 0,0469 0,0070 11,79 
55 0,0527 0,0078 13,25 
60 0,0734 0,0109 18,46 
65 0,0241 0,0036 6,07 
7. den 
70 0,0411 
6,737 
0,0061 10,34 
  
teplota (°C) arel. (%) 
30 19,54 
37 31,77 
45 37,85 
55 35,66 
60 53,00 
65 32,98 
70 30,85 
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G. thermocatenulatus 
Průměrná aktivita: 
teplota (°C) arel. (%) 
30 13,31 
37 29,99 
45 31,69 
55 31,05 
60 46,91 
65 33,91 
70 23,51 
 teplota (°C) a (µmol/ml) y (mg/ml) asp (µmol/mg·ml) arel (%) 
30 0,0190 0,0024 5,01 
37 0,2118 0,0269 55,77 
45 0,0153 0,0019 4,03 
55 0,0687 0,0087 18,08 
60 0,0527 0,0067 13,88 
65 0,0313 0,0040 8,24 
2. den 
70 0,0184 
7,867 
0,0023 4,83 
30 0,0000 0,0000 0,00 
37 0,0153 0,0019 4,03 
45 0,1163 0,0148 30,65 
55 0,0758 0,0096 19,99 
60 0,2488 0,0317 65,60 
65 0,1282 0,0163 33,79 
3. den 
70 0,0272 
7,858 
0,0035 7,17 
30 0,1231 0,0179 37,17 
37 0,2094 0,0305 63,24 
45 0,2866 0,0418 86,55 
55 0,2363 0,0344 71,36 
60 0,3311 0,0483 100,00 
65 0,2543 0,0371 76,80 
4. den 
70 0,2077 
6,859 
0,0303 62,73 
30 0,0792 0,0105 21,83 
37 0,0833 0,0111 22,96 
45 0,1112 0,0148 30,64 
55 0,1248 0,0166 34,39 
60 0,1343 0,0179 37,01 
65 0,1061 0,0141 29,23 
6. den 
70 0,1101 
7,517 
0,0147 30,36 
30 0,0078 0,0012 2,53 
37 0,0122 0,0019 3,96 
45 0,0204 0,0032 6,61 
55 0,0354 0,0055 11,45 
60 0,0557 0,0087 18,06 
65 0,0663 0,0104 21,47 
7. den 
70 0,0384 
6,395 
0,0060 12,44 
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Thermus + Bacillus 
Průměrná aktivita: 
teplota (°C) arel. (%) 
30 27,49 
37 50,40 
45 40,07 
55 51,20 
60 63,16 
65 56,56 
70 40,17 
 
 teplota (°C) a (µmol/ml) y (mg/ml) asp (µmol/mg·ml) arel (%) 
30 0,0058 0,0008 6,60 
37 0,0534 0,0070 60,97 
45 0,0153 0,0020 17,48 
55 0,0201 0,0026 22,91 
60 0,0388 0,0051 44,27 
65 0,0381 0,0050 43,50 
2. den 
70 0,0000 
7,604 
0,0000 0,00 
30 0,0000 0,0000 0,00 
37 0,0384 0,0050 43,73 
45 0,0296 0,0039 33,67 
55 0,0574 0,0075 65,41 
60 0,0670 0,0088 76,24 
65 0,0581 0,0076 66,18 
3. den 
70 0,0554 
7,631 
0,0073 63,08 
30 0,0265 0,0041 35,44 
37 0,0360 0,0055 48,16 
45 0,0323 0,0050 43,16 
55 0,0371 0,0057 49,52 
60 0,0333 0,0051 44,52 
65 0,0391 0,0060 52,25 
4. den 
70 0,0473 
6,500 
0,0073 63,15 
30 0,0714 0,0097 84,68 
37 0,0680 0,0093 80,65 
45 0,0785 0,0107 93,15 
55 0,0778 0,0106 92,34 
60 0,0843 0,0115 100,00 
65 0,0812 0,0111 96,37 
6. den 
70 0,0629 
7,324 
0,0086 74,60 
30 0,0085 0,0012 10,75 
37 0,0146 0,0021 18,49 
45 0,0102 0,0015 12,90 
55 0,0204 0,0030 25,80 
60 0,0401 0,0058 50,74 
65 0,0194 0,0028 24,51 
7. den 
70 0,0000 
6,868 
0,0000 0,00 
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Příloha 2: pH optima 
Komerční přípravek 
 teplota (°C) a (µmol/ml) y (mg/ml) asp (µmol/mg·ml) arel (%) 
3 0,0054 0,0007 1,54 
4 0,0279 0,0038 7,89 
5 0,0819 0,0110 23,20 
6 0,1706 0,0230 48,32 
7 0,2223 0,0299 62,95 
8 0,2111 0,0284 59,77 
9 0,1938 0,0261 54,87 
2. den 
10 0,1873 
7,429 
0,0252 53,04 
3 0,0160 0,0021 4,42 
4 0,1859 0,0245 51,50 
5 0,2981 0,0392 82,57 
6 0,2308 0,0304 63,92 
7 0,2811 0,0370 77,86 
8 0,3008 0,0396 83,32 
9 0,3328 0,0438 92,17 
3. den 
10 0,2556 
7,596 
0,0337 70,80 
3 0,0863 0,0129 27,14 
4 0,1832 0,0274 57,59 
5 0,2349 0,0351 73,82 
6 0,2961 0,0442 93,06 
7 0,3182 0,0475 100,00 
8 0,3097 0,0463 97,33 
9 0,2913 0,0435 91,56 
4. den 
10 0,2859 
6,693 
0,0427 89,85 
 
Průměrná aktivita: 
teplota (°C) arel. (%) 
3 11,03 
4 38,99 
5 59,86 
6 68,43 
7 80,27 
8 80,14 
9 79,53 
10 71,23 
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G. thermodenitrificans 
 teplota (°C) a (µmol/ml) y (mg/ml) asp (µmol/mg·ml) arel (%) 
3 0,0037 0,0005 0,56 
4 0,0051 0,0007 0,76 
5 0,1367 0,0179 20,43 
6 0,1044 0,0137 15,60 
7 0,0530 0,0070 7,93 
8 0,1322 0,0174 19,77 
9 0,1890 0,0248 28,26 
2. den 
10 0,2488 
7,613 
0,0327 37,20 
3 0,0126 0,0023 2,63 
4 0,0075 0,0014 1,56 
5 0,0180 0,0033 3,77 
6 0,0625 0,0115 13,09 
7 0,2264 0,0416 47,37 
8 0,2441 0,0449 51,07 
9 0,3998 0,0735 83,64 
3. den 
10 0,4779 
 
5,440 
0,0879 100,00 
3 0,0391 0,0060 6,81 
4 0,0608 0,0093 10,60 
5 0,0908 0,0139 15,81 
6 0,2444 0,0374 42,57 
7 0,5017 0,0768 87,39 
8 0,2743 0,0420 47,78 
9 0,2182 0,0334 38,01 
4. den 
10 0,1737 
6,536 
0,0266 30,25 
 
Průměrná aktivita: 
teplota (°C) arel. (%) 
3 3,33 
4 4,31 
5 13,34 
6 23,75 
7 47,56 
8 39,54 
9 49,97 
10 55,82 
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G. thermocatenulatus 
 teplota (°C) a (µmol/ml) y (mg/ml) asp (µmol/mg·ml) arel (%) 
3 0,0116 0,0015 2,65 
4 0,0523 0,0067 12,00 
5 0,0959 0,0122 21,97 
6 0,1553 0,0197 35,61 
7 0,0874 0,0111 20,02 
8 0,0880 0,0112 20,18 
9 0,1771 0,0225 40,59 
2. den 
10 0,2329 
7,867 
 
0,0296 53,37 
3 0,0044 0,0006 1,01 
4 0,0078 0,0010 1,79 
5 0,0235 0,0030 5,38 
6 0,0513 0,0065 11,78 
7 0,1822 0,0232 41,81 
8 0,2454 0,0312 56,32 
9 0,2733 0,0348 62,71 
3. den 
10 0,4358 
 
7,858 
0,0555 100,00 
3 0,0897 0,0131 23,59 
4 0,0738 0,0108 19,39 
5 0,0976 0,0142 25,65 
6 0,2026 0,0295 53,26 
7 0,3481 0,0507 91,50 
8 0,1598 0,0233 42,00 
9 0,1027 0,0150 26,99 
4. den 
10 0,1115 
 
6,859 
0,0163 29,31 
 
Průměrná aktivita: 
teplota (°C) arel. (%) 
3 9,08 
4 11,06 
5 17,67 
6 33,55 
7 51,11 
8 39,50 
9 43,43 
10 60,89 
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Thermus + Bacillus 
 teplota (°C) a (µmol/ml) y (mg/ml) asp (µmol/mg·ml) arel (%) 
3 0,0163 0,0021 7,65 
4 0,0768 0,0101 36,00 
5 0,1244 0,0164 58,30 
6 0,1197 0,0157 56,07 
7 0,0908 0,0119 42,53 
8 0,1214 0,0160 56,86 
9 0,1356 0,0178 63,55 
2. den 
10 0,1951 
7,604 
0,0257 91,43 
3 0,0041 0,0005 1,90 
4 0,0184 0,0024 8,57 
5 0,0405 0,0053 18,89 
6 0,0231 0,0030 10,79 
7 0,0394 0,0052 18,41 
8 0,0500 0,0065 23,33 
9 0,1958 0,0257 91,43 
3. den 
10 0,2142 
7,631 
0,0281 100,00 
3 0,0167 0,0026 9,13 
4 0,0282 0,0043 15,47 
5 0,0914 0,0141 50,12 
6 0,1710 0,0263 93,72 
7 0,1353 0,0208 74,16 
8 0,1061 0,0163 58,13 
9 0,0812 0,0125 44,53 
4. den 
10 0,0731 
6,500 
0,0112 40,06 
 
Průměrná aktivita 
teplota (°C) arel. (%) 
3 6,23 
4 20,01 
5 42,44 
6 53,53 
7 45,03 
8 46,11 
9 66,50 
10 77,16 
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Příloha 3: Vliv přídavku Tween 20 na lipolytickou aktivitu 
B. subtilis 
 hodin a (µmol/ml) y (mg/ml) asp (µmol/mg·ml) arel (%) 
20 0,2301 7,771 0,0296 65,53 
46,5 0,4310 10,653 0,0405 89,53 
52 0,2111 9,461 0,0223 49,37 
72 0,2951 8,620 0,0342 75,74 
96 0,3117 10,092 0,0309 68,34 
0% tween 20 
118 0,2199 11,424 0,0193 42,60 
 
24 0,0105 6,728 0,0016 3,47 
48 0,0938 6,343 0,0148 32,73 
72 0,1642 6,570 0,0250 55,29 
96 0,0184 5,957 0,0031 6,82 
120 0,0714 6,176 0,0116 25,57 
144 0,0112 6,334 0,0018 3,92 
1% tween 20 
168 0,0483 10,425 0,0046 10,25 
 
24 0,0197 6,640 0,0030 6,57 
48 0,0744 6,378 0,0117 25,83 
72 0,1071 6,316 0,0170 37,51 
96 0,0707 7,035 0,0101 22,24 
120 0,0982 7,140 0,0138 30,45 
144 0,3053 6,754 0,0452 100,00 
2% tween 20 
168 0,0969 9,199 0,0105 23,30 
 
 
KP 
 hodin a (µmol/ml) y (mg/ml) asp (µmol/mg·ml) arel (%) 
20 0,1152 6,754 0,0171 48,77 
46,5 0,3984 11,389 0,0350 100,00 
52 0,1754 11,178 0,0157 44,86 
72 0,1666 9,391 0,0177 50,70 
96 0,0683 14,087 0,0049 13,87 
0% tween 20 
118 0,0479 10,898 0,0044 12,57 
 
24 0,0000 7,0785 0,0000 0,00 
48 0,0965 5,9747 0,0162 46,19 
72 0,0795 6,7806 0,0117 33,53 
96 0,0860 6,3076 0,0136 38,98 
120 0,1200 5,3439 0,0225 64,19 
144 0,0591 6,2375 0,0095 27,11 
1% tween 20 
168 0,0789 8,7955 0,0090 25,63 
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24 0,0000 6,6229 0,0000 0,00 
48 0,0578 5,6505 0,0102 29,24 
72 0,0608 6,3776 0,0095 27,27 
96 0,0459 6,1236 0,0075 21,42 
120 0,1108 6,4302 0,0172 49,26 
144 0,0391 6,0885 0,0064 18,35 
2% tween 20 
168 0,0670 8,7605 0,0076 21,85 
 
G. thermodenitrificans 
 hodin a (µmol/ml) y (mg/ml) asp (µmol/mg·ml) arel (%) 
20 0,0843 7,324 0,0115 30,03 
46,5 0,2162 13,596 0,0159 41,48 
52 0,0758 12,615 0,0060 15,67 
72 0,2278 9,777 0,0233 60,77 
96 0,1642 13,001 0,0126 32,94 
0% tween 20 
118 0,1890 13,036 0,0145 37,82 
 
24 0,0700 7,517 0,0093 24,30 
48 0,0867 7,262 0,0119 31,13 
72 0,1231 7,858 0,0157 40,85 
96 0,0456 5,799 0,0079 20,49 
120 0,0955 7,998 0,0119 31,15 
144 0,0625 9,085 0,0069 17,96 
1% tween 20 
168 0,0391 15,401 0,0025 6,62 
 
24 0,0544 7,595 0,0072 18,68 
48 0,1207 6,912 0,0175 45,54 
72 0,2312 8,261 0,0280 72,99 
96 0,3352 8,743 0,0383 100,00 
120 0,2138 8,506 0,0251 65,57 
144 0,1282 9,286 0,0138 36,00 
2% tween 20 
168 0,1044 16,224 0,0064 16,78 
 
G. thermocatenulatus 
 hodin a (µmol/ml) y (mg/ml) asp (µmol/mg·ml) arel (%) 
20 0,0139 6,036 0,0023 5,65 
46,5 0,1431 12,300 0,0116 28,45 
52 0,0207 12,054 0,0017 4,21 
72 0,2383 11,669 0,0204 49,92 
96 0,0517 12,615 0,0041 10,01 
0% tween 20 
118 0,1203 12,580 0,0096 23,39 
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24 0,0184 7,289 0,0025 6,16 
48 0,1350 7,508 0,0180 43,95 
72 0,2580 8,725 0,0296 72,29 
96 0,3508 8,577 0,0409 100,00 
120 0,3161 8,734 0,0362 88,49 
144 0,1214 9,137 0,0133 32,47 
1% tween 20 
168 0,1812 17,083 0,0106 25,93 
 
24 0,0000 7,762 0,0000 0,00 
48 0,1560 7,771 0,0201 49,09 
72 0,2227 8,279 0,0269 65,75 
96 0,2492 8,655 0,0288 70,38 
120 0,2590 8,103 0,0320 78,15 
144 0,3117 8,077 0,0386 94,35 
2% tween 20 
168 0,1244 15,454 0,0081 19,68 
 
Bacillus + Thermus 
 hodin a (µmol/ml) y (mg/ml) asp (µmol/mg·ml) arel (%) 
20 0,017 7,175 0,0023 3,70 
46,5 0,175 10,863 0,0161 25,66 
52 0,080 10,723 0,0075 11,91 
72 0,184 10,583 0,0174 27,72 
96 0,026 11,704 0,0022 3,56 
0% tween 20 
118 0,117 11,914 0,0098 15,63 
 
24 0,3318 7,709 0,0430 68,51 
48 0,1186 7,753 0,0153 24,36 
72 0,2550 7,192 0,0354 56,43 
96 0,2587 8,244 0,0314 49,96 
120 0,2821 7,867 0,0359 57,10 
144 0,2917 8,927 0,0327 52,01 
1% tween 20 
168 0,2845 10,916 0,0261 41,50 
 
24 0,1074 7,000 0,0153 24,43 
48 0,0999 6,597 0,0152 24,12 
72 0,1924 6,754 0,0285 45,35 
96 0,2900 7,403 0,0392 62,36 
120 0,1951 7,350 0,0265 42,26 
144 0,4562 7,262 0,0628 100,00 
2% tween 20 
168 0,2482 10,022 0,0248 39,42 
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Příloha 4: Vliv přídavku Tween 20 na množství uvolněných MK 
Tween 0% 1% 2% 
 % uvolněných MK 
Bacillus subtilis 
2. den 63,09 7,99 6,08 
4. den 37,37 6,03 8,03 
6. den 47,57 24,56 14,21 
8. den 70,41 9,94 7,17 
10. den 31,71 5,41 5,93 
Komerční přípravek 
2. den 11,28 8,61 8,75 
4. den 8,52 8,75 5,77 
6. den 75,22 16,10 28,02 
8. den 41,42 9,55 6,83 
10. den 14,56 5,64 6,83 
Geobacillus thermodenitrificans 
2. den 5,72 6,68 15,54 
4. den 69,03 15,51 20,96 
6. den 61,05 14,71 22,09 
8. den 82,64 15,50 16,64 
10. den 16,30 17,20 16,28 
Geobacillus thermocatenulatus 
2. den 18,33 19,06 7,30 
4. den 21,34 24,97 10,92 
6. den 26,31 12,83 12,19 
8. den 62,86 13,72 11,16 
10. den 20,95 19,97 16,98 
Bacillus + Thermus 
2. den 15,24 14,73 5,67 
4. den 47,65 14,01 8,03 
6. den 33,26 18,95 17,84 
8. den 28,21 20,23 8,02 
10. den 25,97 11,50 9,18 
 
